The role of oxidative stress in hepatocarcinogenesis. by Kubíčková, Kristýna
Univerzita Karlova 
1. lékařská fakulta 
 
 
Studijní program: Biomedicína 




MUDr. Kristýna Kubíčková 
 
 
Úloha oxidačního stresu v jaterní kancerogenezi 
 








Vedoucí závěrečné práce / Školitel: Prof. MUDr. Libor Vítek, Ph.D., MBA 








Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem řádně uvedla 
a citovala všechny použité prameny a literaturu. Současně prohlašuji, že práce nebyla využita 
k získání jiného nebo stejného titulu. 
 
Souhlasím s trvalým uložením elektronické verze mé práce v databázi systému 
meziuniverzitního projektu Theses.cz za účelem soustavné kontroly podobnosti kvalifikačních 
prací.  
 
V Praze, 8. července 2020      Kristýna Kubíčková 
 
         Podpis 
Identifikační záznam: KUBÍČKOVÁ, Kristýna. Oxidační stres a jaterní kancerogeneze [The 
oxidative stress and hepatocarcinogenesis]. Praha, 2020. 106 s. Disertační práce. Univerzita 
Karlova v Praze, 1. lékařská fakulta, Ústav lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky. 






 Ráda bych v první řadě poděkovala svému školiteli prof. Liboru Vítkovi Ph.D., MBA 
za trpělivost a laskavé vedení v průběhu mého studia. Dále také prof. Petru Urbánkovi CSc. za 
uvedení do klinické praxe a zaměření mého zájmu k hepatologii jako takové.  
 
 Celému kolektivu z Ústavu lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky 1. LF UK 
v Praze, jmenovitě paní Ing. Ivě Subhanové Ph.D. a Mgr. Janě Jašprové Ph.D., bych chtěla 
poděkovat za přátelský a vstřícný přístup, cenné rady a pomoc se všemi mými dotazy. 
 
 A v neposlední řadě panu Mgr. Petru Koubkovi za prvotní nasměrování k přírodním 




1 SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY......................................................................... 12 
1.1 Hepatocelulární karcinom ................................................................................................ 12 
1.1.1 Epidemiologie .......................................................................................................... 12 
1.1.2 Etiologie a rizikové faktory HCC ............................................................................. 13 
1.1.3 Screening a surveillance ........................................................................................... 15 
1.1.4 Klasifikace ................................................................................................................ 20 
1.1.5 Diagnostika ............................................................................................................... 21 
1.1.6 Terapie ...................................................................................................................... 22 
1.1.6.1 Stádium 0 .............................................................................................................. 23 
1.1.6.2 Stádium A ............................................................................................................. 23 
1.1.6.3 Stádium B ............................................................................................................. 24 
1.1.6.4 Stádium C ............................................................................................................. 26 
1.1.6.5 Stadium D ............................................................................................................. 28 
1.2 Oxidační stres ................................................................................................................... 29 
1.3 Jaterní kancerogeneze ...................................................................................................... 31 
1.3.1 Patogeneze jaterní kancerogeneze ............................................................................ 31 
1.3.2 Mechanismy kancerogeneze u nejčastějších etiologických příčin ........................... 38 
1.3.2.1 Imunitní reakce v kancerogenezi .......................................................................... 38 
1.3.2.2 Kancerogeneze indukovaná infekcí virem hepatitidy B ...................................... 39 
1.3.2.3 Kancerogeneze indukovaná infekcí virem hepatitidy C ...................................... 40 
1.3.2.4 Kancerogeneze indukovaná alkoholem ................................................................ 41 
1.3.2.5 Kancerogeneze indukovaná NAFLD/NASH ....................................................... 42 
1.4 Katabolická dráha hemu ................................................................................................... 44 
2 HYPOTÉZY A CÍLE STUDIE ........................................................................................ 47 
3 METODICKÁ ČÁST ....................................................................................................... 48 
3.1 Charakteristika souboru .................................................................................................... 48 
3.2 Odběr a uchovávání vzorků .............................................................................................. 49 
3.3 Chemikálie ....................................................................................................................... 49 
3.4 Přístroje ............................................................................................................................ 50 
3.5 Analytické metody ........................................................................................................... 51 
3.5.1 Izolace RNA ............................................................................................................. 51 
3.5.2 Reverzní transkripce ................................................................................................. 51 
3.5.3 Stanovení genové exprese ........................................................................................ 51 
3.5.4 Biochemická analýza ................................................................................................ 52 
3.6 Statistická analýza ............................................................................................................ 53 
5 
 
4 VÝSLEDKY .................................................................................................................... 54 
5 DISKUZE ......................................................................................................................... 60 
6 ZÁVĚR ............................................................................................................................. 65 
7 LITERATURA ................................................................................................................. 66 
8 PŘÍLOHY ......................................................................................................................... 88 
8.1 Příloha 1 ........................................................................................................................... 88 
8.2 Příloha 2 ........................................................................................................................... 96 
9 SEZNAM PUBLIKOVANÝCH PRACÍ ....................................................................... 104 
9.1 Publikace týkající se tématu dizertační práce ................................................................ 104 
9.1.1 Práce v časopisech s IF ........................................................................................... 104 
9.1.2 Práce v časopisech bez IF ....................................................................................... 104 
9.1.3 Abstrakta v časopisech bez IF ................................................................................ 105 
9.2 Publikace týkající se jiných témat .................................................................................. 106 




Předkládaná práce se zabývá významem oxidačního stresu a katabolické dráhy hemu 
u jaterní kancerogeneze. Hepatocelulární karcinom (HCC) je nejčastější maligní nádor jater, 
nejčastěji vznikající v terénu jaterní cirhózy či chronických virových hepatitid. Jaterní 
kancerogeneze je spojená se zvýšeným oxidačním stresem. Cílem práce bylo stanovit expresi 
genů zapojených do regulace oxidačního stresu u pacientů s HCC.  
Studie byly provedeny na souborech pacientů s HCC (n = 29) a zdravých kontrolních 
jedincích (n = 11), kdy byly stanoveny genové exprese hemoxygenázy (HMOX1), 
biliverdinreduktázy A a B (BLVRA/B), endoteliálního růstového faktoru (VEGFA), NADPH 
oxidázy 2 (NOX2) a proteinu p22 v jaterní tkáni; dále byly stejné genové exprese stanoveny 
v leukocytech periferní krve (PBL) u pacientů s HCC (n = 32) a u zdravých kontrol (n = 27). 
Exprese BLVRA v jaterní tkáni i v PBL byla signifikantně zvýšená u pacientů 
s nádorovým onemocněním, podobně významně byla zvýšena i exprese NOX2 v PBL. 
Významně snížená exprese VEGFA byla prokázána v játrech i v PBL pacientů s HCC. Exprese 
ostatních studovaných genů se u pacientů s HCC a kontrolních jedinců nelišila.  
Tato data jsou ve shodě a navazují na výsledky naší předchozí studie provedené 
u nemocných s chronickou hepatitidou C, u nichž byla exprese BLVRA také zvýšena, a navíc 
byla i prediktorem trvalé virologické odpovědi. Zvýšená exprese BLVRA tak představuje 
pravděpodobně zpětnovazebný mechanismus kontroly zvýšeného oxidačního stresu u pacientů 
s HCC.  
Klíčová slova: hepatocelulární karcinom, biliverdinreduktáza, katabolická dráha hemu, 






 This thesis focuses on the importance of heme catabolic pathway in hepatic 
carcinogenesis. Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary malignant liver 
tumour. It is primarily caused by hepatic cirrhosis or chronic viral hepatitis. Hepatic 
carcinogenesis is associated with increased oxidative stress. Thus, our study aimed to assess 
the expression of the genes involved in the homeostasis of oxidative stress in patients with 
HCC. 
 
 The study was performed on patients with primary HCC (n = 29) and control subjects 
(n = 11), gene expressions of heme oxygenase 1 (HMOX1), biliverdin reductase A/B 
(BLVRA/B), endothelial growth factor (VEGFA), NADPH oxidase 2 (NOX2) and p22phox were 
analyzed in the liver tissue; the identical gene expressions were analyzed in peripheral blood 
leukocytes (PBL) in HCC patients (n = 32) and in healthy controls (n = 27). 
  
 Expression of BLVRA in liver tissue and PBL was significantly increased in cancer 
patients, as was NOX2 expression in PBL. Expression of VEGFA in liver tissue and PBL was 
significantly decreased in cancer patients. The expression of the other genes studied did not 
differ between HCC patients and controls. 
 
 These data are consistent with the results of our previous study on patients with 
chronic hepatitis C, in which BLVRA expression was also increased, and was also a predictor 
of sustained virological response. Thus, overexpression of BLVRA is likely to be a feedback 
mechanism for controlling increased oxidative stress in HCC patients. 
 
Keywords: hepatocelullar carcinoma, biliverdin reductase, heme catabolic pathway, liver 






AFP   α1-fetoprotein, alfa-1-fetoprotein 
AKT   proteinkináza B 
ALA   kyselina -aminolevulová 
ALP   alkalická fosfatáza 
ALT   alaninaminotransferáza 
APC   adematózní polypóza kolon (adenomatous polyposis coli) 
AST   aspartátaminotransferáza 
BCLC   Barcelonská klasifikace (Barcelona Clinic Liver Classification) 
BLVRA/B  biliverdinreduktáza A/B 
BVR    biliverdin 
CAT   kataláza 
CCC   cholangiocelulární karcinom 
cccDNA  kovalentně uzavřená cirkulární DNA (covalently closed circular DNA) 
ctDNA, cfDNA  cirkulující volná nádorová DNA (circulating tumour DNA, cell free DNA) 
CDK   cyklin-dependentní kináza 
c-Fos   protoonkogen c-Fos 
c-Jun   protoonkogen c-Jun 
DFS   přežití bez nemoci (disease free survival) 
EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová 
GGT   gama-glutamyltransferáza 
gDNA   genomová DNA 
HBV, HCV  virus hepatitidy B, virus hepatitidy C 
HCC   hepatocelulární karcinom 
HGF   růstový faktor pro hepatocyty (hepatocyte growth factor) 
HMOX   hemoxygenáza 
HPRT   hypoxantin fosforibosyl transferáza 
GPX   glutathionperoxidáza 
GR   glutathionreduktáza 
GSH/GSSG  glutathion redukovaná/oxidovaná forma 
9 
 
IGF   inzulínu podobný růstový faktor (insulin-like growth factor) 
LPS   lipopolysacharid 
MET   epitelo-mezenchymální tranzice 
MPO   myeloperoxidáza 
mTOR   mammalian target of rapamycin 
NAFLD  nealkoholová jaterní choroba (non-alcoholic fatty liver disease) 
NADH/NAD+  nikotinamidadenindinukleotid 
NADPH  nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
NASH   nealkoholová steatohepatitida (non-alcoholic steatohepatitis) 
NOX   NADPH oxidáza  
NRF1   nukleární respirační faktor 1 
PBL   periferní leukocyty (peripheral blood leucocytes) 
PCR   polymerázová řetězová reakce 
PEI   perkutánní injekce ethanolu 
PI3K   fosfatidylinositol-3-kináza 
PFS   přežití bez progrese (progression free survival) 
PS   stav tělesné výkonnosti (performance status) 
OLT   ortotopická transplantace jater 
OS   celkové přežití (overal survival) 
RB   retinoblastomový protein 
RFA   radiofrekvenční ablace 
RNA   ribonukleová kyselina 
ROS, RONS  reaktivní formy kyslíku, reaktivní formy kyslíku a dusíku 
(reactive oxygen species, reactive oxygen and nitrogen species) 
SOD   superoxiddismutáza 
TACE   transarteriální chemoembolizace 
TGF   transformující růstový faktor (transforming / tumor growth factor) 
TNF   tumor nekrotizující faktor 
TTP   doba do progrese (time to progression)  
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1 SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY 
1.1 Hepatocelulární karcinom 
1.1.1 Epidemiologie 
Hepatocelulární karcinom (HCC) je nejčastější primární maligní nádor jater. Podle 
recentních epidemiologických studií je každým rokem celosvětově diagnostikováno odhadem 
854 000 nových pacientů s HCC. S počtem 810 000 úmrtí ročně HCC představuje 6. nejčastější 
nádor a 4. nejčastější příčinu úmrtí na nádorové onemocnění v celosvětovém měřítku (Bray, F., 
et al., 2018). U mužů se jedná o 5. nejčastější nádorové onemocnění, u žen zaujímá 7. příčku 
(Torre, L. A., et al., 2015). Průměrný věk v době diagnózy tohoto nádoru je 70 let (El-Serag, H. 
B., 2012), s častějším výskytem u mužů v poměru 2 - 2,5 : 1 (Ferlay, J., et al., 2015). Incidence 
HCC má různou geografickou distribuci, rozdílná je také u různých etnických skupin v rámci 
jedné oblasti. Mezi regiony s vysokým výskytem HCC (tj. více než 15 případů na 100 000 
obyvatel za rok) patří subsaharská Afrika, Čína, Hong Kong a Taiwan (de Mochel, N. S., et al., 
2010). Naopak Severní a Jižní Amerika a většina Evropy patří mezi země s nízkou incidencí. 
Avšak i v těchto regionech je nyní pozorován vzrůstající výskyt tohoto onemocnění, stejný 
trend je očekáván až do období let 2015 - 2020 (Liu, Z., et al., 2019; Llovet, J. M., 2005).  
Na základě výsledků velkých epidemiologických studií byla porovnána mortalitní data 
Světové zdravotnické organizace (World Health Organization, WHO) za období 1990 - 2014. 
Díky účinné vakcinaci proti viru hepatitidy B (HBV) a dostupnosti protivirové léčby u infekce 
virem hepatitidy C (HCV) došlo k poklesu mortality na HCC v Asii a jižní Evropě. Naopak 
v ostatních regionech Evropy a v USA přetrvává nepříznivý trend, kdy se na incidenci 
a mortalitě HCC podílí i jiná jaterní onemocnění než chronické virové hepatitidy, jako je 
například stoupající počet obézních pacientů s metabolickým syndromem a konzumace 
alkoholu (Bertuccio, P., et al., 2017). Podrobněji o jednotlivých etiologických faktorech bude 
pojednáno dále.  
Incidence v České republice dle recentních epidemiologických údajů je udávána 
do 9 případů na 100 000 obyvatel za rok, přičemž tento počet hlášených případů pod diagnózou 
C22 dle MKN klasifikace zahrnuje nejen HCC ale i nádory intrahepatálních žlučových cest 








Na grafu incidence a mortality do roku 2017 je patrný trvající nepříznivý paralelní průběh 
křivek, což zjednodušeně znamená, že každý rok zemře na HCC přibližně stejný počet pacientů, 
jako je počet nově diagnostikovaných pacientů s HCC. 
 
1.1.2 Etiologie a rizikové faktory HCC 
Jedná se o maligní onemocnění, které v téměř 90 % případů vzniká v terénu jaterní 
cirhózy. V 10 % případů se nádor vyskytuje mimo jaterní cirhózu, především v terénu 
nealkoholové steatohepatitidy (nonalcoholic steatohepatitis, NASH) a chronické HBV infekce.  
Riziko vzniku HCC je rozdílné u jednotlivých jaterních onemocnění. Mezi onemocnění 
s vysokou incidencí HCC patří HBV a HCV infekce. V celosvětovém měřítku má stále ještě 
více než 50 % pacientů s HCC chronickou virovou hepatitidu B či C, přestože za posledních 
20 - 25 let došlo k významnému poklesu počtu pacientů s HCC vznikajícího v terénu 
chronických virových hepatitid. Například práce publikovaná v roce 2006 uváděla podíl HBV 
a HCV na vzniku HCC přes 80 % celosvětově (Perz, J. F., et al., 2006). V relativně krátkém 
časovém horizontu lze pozorovat tento klesající trend, způsobený především plošnou vakcinací 
proti HBV infekci a úspěšnou protivirovou léčbou hepatitidy C přímo působícími antivirotiky.  
U pacientů s HBV infekcí je dokumentováno až 100krát vyšší riziko rozvoje HCC, který 
může vzniknout v jakémkoliv stadiu infekce a jaterního postižení (Beasley, R. P., et al., 1981; 
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Sherman, M., 2009). U pacientů s HCV je riziko vzniku HCC 17krát vyšší ve srovnání se 
zdravou populací (de Oliveria Andrade, L. J., et al., 2009), na rozdíl od HBV infekce se nádor 
vyvíjí v terénu jaterní cirhózy, v precirhotickém terénu vzácně (De Mitri, M. S., et al., 1995). 
U cirhózy na podkladě HCV infekce je roční incidence HCC 1 – 8 % (Hoshida, Y., et al., 2014), 
v průběhu 10 letého sledování pacientů s cirhózou C v japonské populaci byla kumulativní 
incidence HCC 53 % (Ikeda, K., et al., 1993). U úspěšně vyléčených osob dochází k redukci 
rizika vzniku HCC o 76 % (White, D. L., et al., 2017), v průběhu 8 letého sledování pacientů 
s dosaženou setrvalou virologickou odpovědí (SVR) byla kumulativní incidence HCC 1,8 % 
v terénu pokročilé fibrózy, respektive 8,7 % u cirhotiků (van der Meer, A. J., et al., 2017). Mezi 
choroby s vysokou incidencí HCC patří dále hereditární hemochromatóza, primární biliární 
cholangoitida a α1-antitrypsin deficience ve stádiu jaterní cirhózy (Bruix, J., et al., 2011). 
K onemocněním se střední incidencí HCC patří nadměrný příjem alkoholu (Mancebo, 
A., et al., 2013). V Evropě je alkohol etiologickým faktorem vzniku 40 – 50 % HCC (Jewell, 
J.,Sheron, N., 2010), s ubýváním výskytu virových hepatitid lze očekávat, že nadměrná 
konzumace alkoholu bude vedoucí příčinou vzniku HCC v rozvinutých zemích. Podle recentně 
publikované epidemiologické studie, analyzující mortalitu na HCC celosvětově 
a v jednotlivých zemích, je HCC v terénu etylické jaterní cirhózy příčinou úmrtí u 30 % 
pacientů v celosvětovém měřítku. Abusus alkoholu má samozřejmě různou geografickou 
distribuci, dvěma protipóly jsou v tomto případě Bělorusko (63 % případů HCC způsobených 
alkoholem) versus Irán (6 % případů HCC způsobených alkoholem). Na základě těchto 
recentních dat se tedy virové hepatitidy a abusus alkoholu podílí na vzniku celkem 84 % všech 
případů HCC (hepatitida B 33 %, alkohol 30 %, hepatitida C 21 %) (Global Burden of Disease 
Liver Cancer, C., et al., 2017). Tito pacienti často unikají včasné diagnóze alkoholové jaterní 
cirhózy a ve srovnání s např. HCV infekcí je jich významně menší procento zařazeno do 
screeningu HCC (Colombo, M.,Maisonneuve, P., 2017). 
Mezi další významné rizikové faktory významně se podílející na incidenci HCC patří 
nealkoholová jaterní choroba (nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD), respektive NASH 
(Caldwell, S. H., et al., 2004). V budoucnu se dá předpokládat, že vzhledem k celosvětově 
epidemicky narůstající prevalenci obezity bude právě NAFLD/NASH jedním z hlavních 
rizikových faktorů vzniku HCC. Podle některých odhadů je v USA a Kanadě až 1/3 populace 
obézních, to by znamenalo odhadem 112 miliónů lidí, u nichž se v určitém procentu v průběhu 
života může rozvinout chronické jaterní onemocnění s následným vznikem HCC. Některé 
studie tak předpokládají až 1,7 milionů nových případů onemocnění v této populaci 
v následujících dekádách (Sherman, M., 2017). Kumulativní roční incidence HCC u pacientů 
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s NASH je 2,4 - 12,8 % (White, D. L., et al., 2012). U většiny NAFLD/NASH asociovaných 
HCC dochází ke stanovení diagnózy v pokročilých stádiích, jak již bylo zmíněno výše, často 
k tomu dochází bez přítomné cirhózy. Problematická je tedy už samotná identifikace rizikových 
pacientů a jejich zařazení do screeningu (Piscaglia, F., et al., 2016). Toto je jedna z mnoha 
příčin obecně špatné prognózy pacientů s HCC v terénu NASH, dále k tomu přispívá obezita 
a další komorbidity, především kardiovaskulární. V konečném důsledku to vede i mnohem 
menšímu podílu kurativních metod léčby u těchto pacientů (Younossi, Z. M., et al., 2015). 
Pro kompletní přehled mezi další dokumentované rizikové faktory vzniku HCC patří 
také kouření (Trichopoulos, D., et al., 2011), expozice aflatoxinům se významně podílí na 
incidenci HCC především v Africe a Asii, významná je především u HBV infikovaných jedinců. 
U dalších onemocnění, jako je například autoimunitní hepatitida či Wilsonova choroba, je HCC 
vzácný (van Meer, S., et al., 2015).  
 
1.1.3 Screening a surveillance 
Protože 90 % všech HCC vzniká v terénu jaterní cirhózy, populace ohrožená vznikem 
HCC je dobře definovatelná. Identifikace rizikové skupiny dále podmiňuje efektivní zavedení 
optimální screeningové metody. Přitom pouze efektivní screening rizikových skupin může vést 
k odhalení nádoru v časných fázích jeho vývoje. Bohužel podle dostupných údajů je pouze 
30 % pacientů s HCC diagnostikováno v časných stádiích, kdy je možná kurativní léčba (Llovet, 
J. M., et al., 2008).  
Optimální metodou screeningu HCC (tj. vyšetřování předem definované skupiny osob 
za účelem vyhledávání chorob v jejich časných stádiích, kdy pacient ještě nemá potíže 
a příznaky) je ultrasonografie jater. Jde o dostupnou a levnou zobrazovací metodu bez radiační 
zátěže pacienta. Surveillance znamená pravidelné opakování screeningové metody pro danou 
skupinu pacientů. Efektivní diagnostika pomocí surveillance umožňuje v obecné rovině 
odhalení nádorů v časných stadiích, kdy je největší šance na použití kurativních metod léčby. 
V případě HCC může pouze důsledné uplatňování metod surveillance vést k poklesu letality 
nádoru. K poklesu letality vede pouze kurativní terapie, nikoliv terapie paliativní. U HCC je 
použití kurativních metod limitováno řadou faktorů, z nichž nejdůležitější je velikost a počet 
nádorových ložisek. 
Doporučenou metodou surveillance HCC je ultrasonografie jater prováděná 
v 6 měsíčních intervalech (Bruix, J., et al., 2011). Tato doporučení vycházejí z výsledků studie 
zahrnující více než 18 000 pacientů s chronickou HBV infekcí. Bylo dosaženo významně nižší 
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mortality (redukce o 37 %) a delšího přežívání u pacientů podstupujících tato vyšetření než u 
kontrolní skupiny osob, u nichž nebyla surveillance HCC z různých důvodů prováděna (Zhang, 
B. H., et al., 2004). Jednoznačným faktorem rozhodujícím o lepší prognóze přitom byla 
skutečnost, že u skupiny podstupujících surveillanci byl nádor odhalen významně častěji 
v časných stádiích onemocnění. Stejný systém surveillance je aplikován i u pacientů s jinými 
jaterními chorobami. Pokud bychom však striktně trvali na zásadách evidence based medicine 
(EBM), jsou u všech ostatních indikací důkazy slabší než pro surveillanci u HBV infekce. 
 Senzitivita ultrasonografie je 65 – 80 %, specificita dosahuje až 90 % (Singal, A., et al., 
2009). Vyšetření by mělo být prováděno na pracovišti, kde jsou zkušenosti s hodnocením změn 
v cirhotickém terénu. Rozpoznání ložiskových změn od velko- či malouzlové přestavby jater je 
náročné. Optimální časový interval 6 měsíců byl určen na základě odhadu růstu 
asymptomatického HCC do doby jeho diagnózy (Sheu, J. C., et al., 1985). S ohledem na velkou 
variabilitu mezi jednotlivými klinickými případy je např. v Japonsku interval surveillance 
zkrácen na 3 měsíce (Makuuchi, M., et al., 2008). Dle výsledků jedné randomizované studie 
avšak nebyl prokázán rozdíl v záchytu časných malých HCC při surveillance prováděné 
v intervalu 3 a 6 měsíců (Trinchet, J. C., et al., 2011). Na druhou stranu studie, porovnávající 
6 a 12 měsíční interval surveillance, vyzněla ve prospěch kratšího intervalu (Singal, A., et al., 
2009). I další studie zabývající se nákladovou efektivitou shledávají půlroční interval jako 
optimální. 
V dřívějších standardech bylo v kombinaci se zobrazovací metodou doporučováno 
stanovení sérové koncentrace α1-fetoproteinu (AFP). AFP je glykoprotein ve formě 
jednoduchého polypeptidového řetězce, funkčně se jedná o fetální albumin. K fyziologickému 
zvýšení jeho koncentrací dochází v amniové tekutině plodu i plazmě matky, je exprimovaný ve 
vysoké hladině v embryonálním žloutkovém vaku a ve fetálních játrech. Jeho využití jako 
onkomarkeru pro HCC má ovšem svoje limity. Hodnota AFP je obvykle zvýšená až 
u pokročilých nádorů (Sherman, M., 2010), dále může být zvýšená u cholangiocelulárního 
karcinomu či hemangioendoteliomu jater, jaterních metastáz kolorektálního karcinomu, 
renálního karcinomu, nádoru žaludku, plic a germinálních tumorů. Z nenádorových 
onemocnění nacházíme elevované hodnoty typicky u jaterní cirhózy, mimo to také u hereditární 
tyrosinémie typu I, cystické fibrózy, či ataxia teleangiectasia. Jako raritní stav je popsána 
tzv. kongenitální AFP perzistence, kdy dochází ke klinicky asymptomatickému zvýšení hodnot 
AFP bez přítomnosti nádorového onemocnění. Do roku 2010 bylo popsáno 19 rodin na celém 
světě, u části z nich byl prokázán jednonukleotidový polymorfismus v promotorové oblasti 
genu AFP (Houwert, A. C., et al., 2010). 
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Kolísající sérové koncentrace AFP u pacientů s chronickým jaterním onemocněním 
mohou být způsobeny nejenom vznikem HCC, ale také např. dekompenzací jaterní cirhózy 
(Senturk, H.,Cumali, R., 2007) či vzplanutí HBV či HCV infekce (Di Bisceglie, A. M., et al., 
2005), naopak pouze 50 % nádorů exprimuje AFP. Hodnota AFP 20 µg/l vykazuje dobrou 
senzitivitu, ale nízkou specificitu, vyšší cut-off 200 µg/l má vysokou specificitu, ale senzitivita 
klesá na 22 % (Trevisani, F., et al., 2001). Data z mnoha prací poukazují na fakt, že v době 
diagnózy má více než 30 - 50% pacientů s HCC normální hladiny AFP (Colombo, M., 2001) 
a pouze malé procento pacientů s HCC v časném stadiu má elevované hodnoty AFP. Z těchto 
důvodů je AFP jako screeningový test nevhodný. Toto je v souladu se zkušenostmi z našeho 
pracoviště, kdy v souboru 180 pacientů s již diagnostikovaným HCC mělo 52 % pacientů 
hodnoty AFP do 20 µg/l, pokud jsme jako cut-off brali hodnotu do 100 µg/l, bylo to 68 % 
pacientů. V souladu s výše uvedenými údaji mělo téměř 70 % pacientů v časném tj. kurativním 
hodnoty AFP do 20 µg/l, při cut-off do 100 µg/l se pak jednalo o téměř 80 % pacientů (Obrázek 
2 a Obrázek 3). 
 







do 20 µg/l 20 - 100 µg/l nad 100 µg/l
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Podle jedné studie kombinace dvou metod screeningu (ultrasonografie jater + odběr 
AFP) zvyšovala záchyt HCC pouze v 6 – 8 % případů nezachycených ultrasonografií (Biselli, 
M., et al., 2015). Kombinaci těchto metod nelze doporučit u většiny onemocnění s aktivitou 
zánětu v játrech, kdy dochází k nárůstu falešně pozitivních výsledků a zvyšuje se cena 
prováděné surveillance (Singal, A., et al., 2009; Zhang, B.,Yang, B., 1999).  
Role AFP ve screeningu a i v diagnostice HCC tak zůstává kontroverzní – dle 
doporučených postupů Americké asociace pro studium jater (AASLD) z roku 2010 byl odběr 
AFP vyřazen z diagnostických kritérií (Bruix, J., et al., 2011), ve shodě s guidelines Evropské 
asociace pro studium jater (EASL) z roku 2012 (EASL-EORTC, 2012).  
Aktuální doporučené postupy EASL i AASLD publikované v roce 2018 se k přínosu 
AFP staví poněkud smířlivěji (Galle, P. R., et al., 2018; Heimbach, J. K., et al., 2018). 
Ultrasonografie je sice nadále brána jako optimální metoda survaillence HCC s nejvyšší úrovní 
kvality důkazů, ale je zde prostor k využití AFP k diagnostice časného HCC v případech dobře 
léčeného a kompenzovaného jaterního onemocnění, ovšem nejsou k dispozici dostatečné 
výsledky klinických studií.  
 
Další diagnostické markery HCC 






do 20 µg/l 20 - 100 µg/l nad 100 µg/l
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a. PIVKA II (protein induced by vitamin K absence/antagonist-II) alias DCP  
(des-γ-karboxyprotrombin) 
Tato abnormální protrombinová molekula je produkovaná v důsledku defektu 
v posttranslační karboxylaci protrombinového prekurzoru v maligních buňkách (Stenflo, J., 
et al., 1974). Podle jedné studie má DCP při cutt-off hodnotě 125 mAU/ml vyšší senzitivitu 
a specificitu než AFP při cut-off 11 ng/ml pro odlišení HCC od změn v terénu chronického 
jaterního onemocnění (senzitivita 89 % vs. 77 % a specificita 95 % vs. 73 %) (Marrero, J. 
A., et al., 2003). Ovšem lepší výsledky poskytuje až u větších HCC (více než 5 cm 
v průměru) v porovnání s AFP, u kterého je naopak lepší diagnostika lézí do velikosti 3 cm 
(Nakamura, S., et al., 2006). K využití pro surveillance HCC se tedy nehodí, navíc využití 
toho markeru v rutinní praxi omezuje jeho falešně pozitivní zvýšení hodnot u deficience 
vitamínu K při jaterní insuficienci či při užívání antagonistů vitamínu K. Vzhledem k tomu, 
že vysoké hodnoty DCP jsou spojeny s agresivitou nádoru a vaskulární invazí, jeho 
klinickým využitím by mohla být predikce chování tumoru či využití při selekci vhodných 
kandidátů transplantace jater (Inagaki, Y., et al., 2011). 
 
b. glypican-3 
Tento proteoglykan je součástí plasmatické membrány, váže se s některými růstovými 
faktory a moduluje jejich aktivitu. Za fyziologických podmínek detekovatelný ve fetálních 
játrech nikoliv ve zdravých játrech dospělých (Zhou, F., et al., 2018). Podle několika studií 
ovšem ve srovnání s AFP neposkytuje vyšší záchyt HCC, v kombinaci s AFP zvyšuje 
senzitivitu (Capurro, M., et al., 2003; Xu, C., et al., 2013).  
 
c. AFP L3 (Lens culinaris agglutinin-reactive glycoform of AFP)  
Jedná se o jednu ze tří frakcí AFP, jež se rozdělují podle afinity k aglutininu Lens culinaris 
(čočka jedlá). Má nižší senzitivitu než AFP, jeho kombinace s AFP nezvyšuje záchyt HCC 
(Park, S. J., et al., 2017). Je diskutován v dlouhodobém sledování efektu transarteriální 
chemoembolizace (TACE), kdy poskytuje pravděpodobně lepší predikci progrese HCC po 
TACE než AFP (Huang, C., et al., 2014), recentně také publikovány práce, které prokazují 
jeho význam v časné detekci rekurence HCC po radiofrekvenční ablaci (Shawky Elsawabi, 
A., et al., 2019). 
 
Z výše uvedeného vyplývá, že žádný z uvedených markerů nemá prozatím význam pro 
screening v rutinní praxi. Lze ovšem předpokládat, že jednotlivé markery by mohly mít rozdílné 
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využití pro různé klinické situace – kromě vlastní surveillance a diagnostiky by se tak mohlo 
jednat např. o záchyt časné recidivy HCC po resekci (metabolomické profilování) či predikci 
odpovědi na léčbu (stanovení určité genové exprese k zavedení tzn. personalizované terapie). 
Dalším biomarkerem by mohlo být stanovení cirkulující volné nádorové DNA, (circulating 
tumour DNA, ctDNA; označované též cell free DNA, cfDNA) v periferní krvi, tzv. „liquid 
biopsy“. Vzhledem k výrazné genomové heterogenitě HCC (bude diskutováno níže) je 
stanovení ctDNA u HCC obtížnější než například u kolorektálního karcinomu, ale i tak je její 
analýza komplexnější než biopsie nádorové tkáně. Výhodou je také snadnější zisk materiálu 
oproti cílené biopsii nádoru, tím pádem snadné monitorování přítomnosti ctDNA v průběhu 
terapie a po ukončení terapie, kdy může zachytit eventuální recidivu ještě při negativním 
výsledku zobrazovacích metod. Recentní práce ukazují, že analýza ctDNA by mohla posloužit 
jako nezávislý prognostický faktor ke stratifikaci pacientů s HCC a k predikci průběhu 
onemocnění (Xu, R. H., et al., 2017). 
 
1.1.4 Klasifikace 
V klinické praxi je nejpoužívanějším systémem tzv. Barcelonská klasifikace (Barcelona 
Clinic Liver Cancer Clasification, BCLC) (Llovet, J. M., et al., 2008) (Obrázek 4), na základě 
které můžeme komplexně zhodnotit stav pacienta a volit nejlepší možnou léčebnou strategii. 
Tento systém zahrnuje nezávislé faktory přežití – počet a velikost ložisek, funkční klasifikaci 
jaterní cirhózy dle Child-Pugh, Okudovu prognostickou klasifikaci, dále přítomnost portální 
invaze a zhodnocení celkového stavu pacienta (performance status, PS). Dle stadia HCC by 




Obrázek 4: BCLC klasifikace 
 
 
PEI – perkutánní injekce ethanolu, PS – performance status, RCT – randomizované kontrolované studie 
RFA – radiofrekvenční ablace, TACE – transarteriální chemoembolizace 
 
Upraveno podle (Llovet, J. M., et al., 2008). 
 
1.1.5 Diagnostika 
Pokud v rámci pravidelné surveillance nalezneme ložiskové změny jater, pacient 
podstupuje další vyšetřovací proces. Dříve byla pro definitivní diagnózu HCC vyžadována 
kombinace dvou zobrazovacích metod nebo kombinace jedné zobrazovací metody a zvýšené 
hodnoty AFP. V současné době je jsou pro diagnostiku HCC v terénu jaterní cirhózy 
doporučována neinvazivní zobrazovací vyšetření (Bruix, J., et al., 2011). V případě, že se jedná 
o ložisko menší než 1 cm, doporučuje se opakování ultrasonografie v čtyřměsíčním intervalu, 
pokud se ložisko po dobu 12 měsíců nezvětšuje, provádí se nadále kontroly ve standardním 
6 měsíčním intervalu (Llovet, J. M.,Bruix, J., 2003). U ložiskových změn větších než 1 cm se 
doplňuje 4 fázové CT (nativní, arteriální, venózní, pozdní) či dynamická MRI s použitím 
kontrastní látky. Provedení kontrastní sonografie (CEUS) není standardně doporučováno pro 
falešně pozitivní výsledky (např. u cholangiocelulárního karcinomu) (Vilana, R., et al., 2010). 
V cirhotickém terénu k diagnóze HCC stačí jedna ze dvou výše uvedených zobrazovacích 
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metod, takzvaný „typický radiologický znak HCC“ je založen na chování kontrastní látky 
v bohatě cévně zásobeném nádoru. Signifikantní je arteriální hypervaskularizace s rychlým 
vymýváním (fází wash-out) ve venózní či pozdní fázi (Matsui, O., et al., 2011). Neinvazivní 
kritéria neplatí pro ložiskové léze v necirhotickém terénu – v tomto případě je vždy vyžadováno 
provedení jaterní biopsie. 
V případě nepřítomnosti typického obrazu HCC na CT či MRI je doporučována cílená 
biopsie. V případě těchto malých lézí ani biopsie není vždy rozhodující pro definitivní diagnózu. 
Může být falešně negativní i falešně pozitivní, např. v případě dysplastických uzlů. V případě 
nekonkluzivní histologie je doporučována včasnější kontrola v čtyřměsíčním intervalu či 
opakování biopsie. Opakování biopsie je vždy indikováno v případě růstu ložiska či změny jeho 
vzhledu na zobrazovacích metodách (Forner, A., et al., 2008). Komplikací cílené biopsie může 
být krvácení, mírné (ve 3 – 4 % případů) či závažné vyžadující krevní převody (do 0,5 % 
případů) (Rockey, D. C., et al., 2009). Další komplikací může být vznik implantačních metastáz 
v punkčním kanálu, dle metaanalýzy s četností vzniku až v 2,7 % případů (Silva, M. A., et al., 
2008). Další publikované práce ovšem ukázaly, že tyto metastázy lze léčit chirurgicky či 
radiointervenčně bez následného ovlivnění celkového přežívání (Fuks, D., et al., 2014).  
 
1.1.6 Terapie 
Jak už bylo zmíněno výše, pro klasifikaci HCC je nejčastěji používána BCLC 
klasifikace, která současně stanovuje optimální léčebnou strategii. V tomto je jedinečnost 
BCLC klasifikace, protože žádný jiný klasifikační systém nemá přímou vazbu na ověřený 
terapeutický postup. Část pacientů v určitém stadiu nemusí splňovat všechna kritéria nebo může 
dojít k selhání optimální léčebné metody. V tomto případě by měla být zvolena alternativní 
léčba z následujícího stádia (Raoul, J. L., et al., 2018). Léčba HCC je vždy multidisciplinární, 
kromě hepatologa se na ní podílí chirurg, transplantolog, intervenční radiolog a onkolog. 
Terapie by měla probíhat na pracovištích, která jsou schopna poskytnout komplexní péči včetně 
metod intervenční radiologie. Toto nádorové onemocnění má velmi nepříznivou prognózu, kdy 
5 leté přežití napříč všemi stádii je 12 % (El-Serag, H. B., 2011); 6 měsíční přežití u stadia D 
při terminální jaterní cirhóze dokonce pouze 5 % (Llovet, J. M., et al., 2000). Přežití pacientů 
s neléčeným HCC je 3 – 6 měsíců v závislosti na stadiu onemocnění (Khalaf, N., et al., 2017). 




Terapie jednotlivých stádií dle BCLC klasifikace 
1.1.6.1 Stádium 0 
Jedná se o velmi časné stadium, někdy též nazývané carcinoma in situ. Ve velkých 
souborech pacientů toto stádium tvoří kolem 5 – 10 % všech pacientů s HCC, v Japonsku 
v důsledku pečlivého uplatňování surviellance až 30 %  (Farinati, F., et al., 2009; Kokudo, N., 
et al., 2015). Pokud nejsou přítomny známky portální hypertenze (klinicky nebo při katetrizaci 
jaterních žil) či není zvýšený bilirubin,je indikována primární chirurgická resekční léčba. 
V případě, že je takto malé ložisko zjištěno u pacienta s dobře kompenzovanou jaterní cirhózou, 
metodou volby je ortotopická transplantace jater (OLT). OLT je indikována i u pacientů, kteří 
mají známky portální hypertenze či hyperbilirubinémii a splňují další kritéria OLT (viz dále) 
(Llovet, J. M., et al., 2008). U pacientů neúnosných k chirurgickému výkonu je indikováno 
provedení kurativní radiofrekvenční ablace tumoru (RFA) se srovnatelným přežíváním 
pacientů (Cucchetti, A., et al., 2013) . 
 
1.1.6.2 Stádium A  
Tato skupina osob se dále stratifikuje v závislosti na komorbiditách pacienta. Pokud 
pacient není významně komorbidní, je nutno uvažovat o chirurgické resekci či OLT. 
Rozhodujícím hlediskem i v tomto stádiu je přítomnost portální hypertenze. Transplantace jater 
z indikace HCC představuje jedno z nejrychleji se rozvíjejících témat v dané oblasti. Základním 
a prvním systémem používaným pro indikaci pacientů s HCC k transplantaci byla tzv. Milánská 
kritéria. Podle nich je transplantace indikována u pacientů majících jedno nádorové ložisko 
průměru do 5 cm či tři ložiska do průměru 3 cm (Mazzaferro, V., et al., 1996). Další vývoj 
ukázal, že podle těchto kritérií je transplantace kontraindikována i u pacientů s pokročilejším 
onemocněním, kteří by z transplantace jater mohli profitovat. Proto vznikla řada dalších 
systémů, například rozšířená Milánská kritéria, kritéria UCSF, up-to-seven kritéria apod. Různá 
transplantační centra používají v závislosti na lokálních podmínkách různé systémy (Oliverius, 
M., et al., 2007). V této souvislosti je třeba zdůraznit, že jakékoliv rozšíření kritérií (směrem 
k pokročilejšímu HCC) vede k poklesu přežívání po výkonu v důsledku častějších recidiv 
nádorového onemocnění. Zároveň dochází k vyčerpávání nabídky štěpů.  
Pokud je OLT kontraindikována (např. z důvodů věku či celkových komorbidit) je 
alternativní kurativní terapií pro skupinu pacientů stádia A RFA či perkutánní injekce ethanolu 
(PEI). Na rozdíl od RFA lze PEI použít u některých ložisek, která jsou k ošetření pomocí RFA 
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nevhodná (uložení u velkých cév či v blízkosti žlučníku), nevýhodou je nutnost opakování 
výkonu k dosažení destrukce nádoru. Dle dostupných studií je lepší přežití u pacientů, kteří 
podstoupili RFA než PEI. Zřejmě i proto, že při RFA je lepší odhad velikosti vzniklé nekrózy 
tumoru (Bruix, J., et al., 2011). 
Výše uvedené léčebné modality pro stadium 0 a A, tj. chirurgická resekce, OLT, RFA 
a PEI je možno považovat za kurativní. Z celého počtu pacientů s HCC postoupí kurativní léčbu 
asi 30 % pacientů, odhad 5 letého přežití je 40 - 70 % (de Lope, C. R., et al., 2012). 
 
1.1.6.3 Stádium B 
U pacientů v tomto stádiu HCC je nález neresekabilní a pacienti jsou indikováni 
k paliativním metodám terapie. K nim je řazena především transarteriální choemoembolizace 
jater (TACE).  
Principem TACE je kombinace ischemizace ložiska s lokálním podáním 
chemoterapeutika cestou vyživující tepny nádoru. V současnosti je dostupná konvenční TACE 
(c-TACE), což je chemoembolizace emulzí lipiodolu s chemoterapeutikem, v případě DEB-
TACE je chemoterapeutikum (doxorubicin) navázáno na mikrosféry z hydrogelu, tzv. drug-
eluting beads. Výkon je prováděn z femorálního přístupu, při jedné etapě výkonu je podáno 
50-100 mg doxorubicinu. Tímto způsobem je dosaženo vysoké lokální koncentrace cytostatika, 
výsledný efekt je potencován ischemizací nádoru (Malagari, K., 2008). Hodnocení efektu 
výkonu se provádí pomocí CT či MR s použitím modifikovaných RECIST kritérií (mRECIST 
= modiffied response evaluation criteria in solid tumors) v odstupu 1 – 3 měsíců po výkonu, při 
reziduálním tumoru je možné provést další etapu chemoembolizace.  
Kontraindikací TACE je omezení portálního toku (trombóza portální žíly, neošetřitelné 
AV zkraty, hepatofugální tok krve), extrahepatální šíření, pokročilé renální selhání (clearance 
kreatininu < 30 ml/s), dekompenzace jaterní cirhózy (Child-Pugh > 7b, ascites) a klinické 
příznaky terminálního nádorového onemocnění (Bruix, J., et al., 2011). Komplikace jsou jednak 
vaskulární, mezi něž patří poranění tepny v místě vstupu, spasmus, trombóza či disekce 
hepatické tepny (Yoon, D. Y., et al., 1995) a nezacílená embolizace, např. včetně plicní embolie 
(Chung, J. W., et al., 1993). Mezi nevaskulární komplikace patří vznik bilomu, jaterního 
abscesu a nejčastější komplikace tzv. postchemoembolizační syndrom. Tato komplikace se 
vyskytuje u 90 % pacientů po TACE (Clark, T. W., 2006), projevuje se horečkou, bolestmi 
v pravém podžebří, nauzeou, v laboratorních odběrech dochází k elevaci jaterních testů 
a zánětlivých parametrů. Četnost jaterních abscesů po TACE je dlouhodobě ve velkých 
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souborech pacientů udávána mezi 0,2 – 0,34 % (Song, S. Y., et al., 2001; Sun, W., et al., 2017). 
Rizikoví jsou zejména pacienti s biliodigestivní chirurgickou spojkou či se zavedeným 
biliárním stentem.  
Tato metoda vede k významnému prodloužení doby přežití pacientů, což bylo 
prokázáno na základě výsledků dvou klinických studií (Llovet, J. M., et al., 2002; Lo, C. M., et 
al., 2002) a metaanalýzy (Llovet, J. M.,Bruix, J., 2003) s mediánem přežití 20 měsíců. V našem 
souboru je medián přežití 21 měsíců, což je srovnatelné s výsledky velkých studií. Při selekci 
pacientů dle ART skóre (Asessment for Retreatment with TACE), což je skórovací systém 
hodnotící efektivitu první etapy TACE, byl medián 33 měsíců (Hribek, P., et al., 2016; Sieghart, 
W., et al., 2013). Byly též publikovány výsledky kohortových studiích přísně selektovaných 
pacientů, kde medián přežití dosahuje až 40 měsíců (Burrel, M., et al., 2012). Medián přežití 
neléčených pacientů v tomto stádiu je udáván 9,5 až 16 měsíců (Khalaf, N., et al., 2017; Llovet, 
J. M.,Bruix, J., 2003). Tato skupina je z celé BCLC klasifikace nejvíce heterogenní - zahrnuje 
pacienty jen těsně překračující kritéria pro transplantaci i pacienty s multifokálním bilobárním 
postižením a pokročilou jaterní cirhózou, což má za následek rozdíly v celkovém přežití 
pacientů. V budoucnu tak lze předpokládat rozdělení této skupiny v rámci BCLC klasifikace.  
 
Další alternativní intervenční metodou je tzv. radioembolizace (TARE). Vychází ze 
stejného principu jako TACE, ale transarteriálně se podává venookluzivní materiál 
s navázaným radionuklidem. Nejčastěji se jedná o yttrium 90 (Hilgard, P., et al., 2010). Tato 
metoda je vhodná zejménau pacientů s trombózou portální žíly, u kterých je TACE 
kontraindikovaná. V porovnání se sorafenibem nebylo dosaženo superiority, tzn. v tomto 
případě nebyl rozdíl v celkovém přežívání, ačkoliv u pacientů léčených pomocí TARE došlo 
ke zmenšení nádoru a prodloužení doby do progrese (time to progression, TTP) (Chow, P. K. 
H., et al., 2018; Vilgrain, V., et al., 2017). Přímé porovnání těchto dvou metod naráží na malé 
soubory pacientů, dle dostupných výsledků TARE signifikantně prodlužuje TTP s lepší 
kvalitou života, ale beze změny celkového přežívání (overall survival, OS) ve srovnání s TACE 
(Salem, R., et al., 2016). Před samotným výkonem je zapotřebí vyloučit přítomnost 
významného průtokového zkratu do plic provedením perfuzní jaterní scintigrafie pomocí 
Tc-99m značeného makroagregovaného albuminu Takto připravený albumin obsahuje částice 
o velikosti 10 – 100 µm, které při této velikosti nepronikají plicním parenchymem, ale zůstávají 
dočasně zachyceny v průsvitu kapiláry. Je-li průtok krve plícemi normální, rozprostře 
se sloučenina v oblastech plic podle fyziologických gradientů. Celkově se tak jedná o metodu 
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náročnou nejen technicky, ale také personálně (vzhledem k nutnosti manipulace s čistým beta 
zářičem), proto není tak rozšířená a dostupná jako TACE.  
 
1.1.6.4 Stádium C 
U těchto pacientů je přítomna angionvaze či extrahepatální šíření. Terapií volby je 
v tomto případě systémová onkologická léčba. HCC patří mezi nejvíce chemorezistentní 
nádory, do roku 2007 nebyla k dispozici žádná systémová terapie. V problematice používání 
systémové chemoterapie u HCC se názorně ukazuje, že se jedná o dvě onemocnění – vlastní 
nádora komplikující jaterní cirhózu. Jaterní insuficience má vliv na transformaci xenobiotik, 
kdy se zvyšuje toxicita podávaných léčiv. Další komplikací jsou systémové infekce 
doprovázející chemoterapii, které mohou být pro imunokompromitované cirhotiky fatální.  
 
V současné chvíli je v běžné klinické praxi nejpoužívanější perorální preparát sorafenib. 
Patří mezi novou generaci protinádorových léčiv představující tzv. cílenou molekulární léčbou. 
Jedná se o multikinázový inhibitor, inhibuje tyrozinkinázy a serin/threoninkinázy receptorů 
mnoha růstových faktorů jako jsou například receptory pro vaskulární endoteliální růstové 
faktory (VEGFR 2-3), receptory růstových faktorů pro fibroblasty (FGFR) a či receptory pro 
růstový faktor pro krevní destičky β (PDGFRβ). Jeho mechanismem účinku je tedy především 
inhibice receptorů působících v procesu angiogeneze (Hicklin, D. J.,Ellis, L. M., 2005). 
Celková denní dávka je 800 mg p.o. rozdělená do dvou dávek. Nejčastějšími nežádoucími 
účinky jsou průjem, vyrážka, alopecie a kožní reakce na dlaních a chodidlech (syndrom 
palmoplantární erytrodysestezie) (Bhojani, N., et al., 2008). Účinnost tohoto preparátu byla 
potvrzena v klinické studii SHARP (Sorafenib HCC Assessment Randomized Protocol) 
(Llovet, J. M., et al., 2008), která zahrnovala 602 pacientů s pokročilým HCC bez předchozí 
léčby. Z toho 299 pacientů bylo léčených sorafenibem (ve výše uvedené celkové dávce 800 
mg) a 303 pacientů užívalo placebo. Medián celkového přežití (OS) byl 10,7 měsíců v léčené 
skupině a 7,9 měsíců ve skupině neléčené (p < 0.0001). Na základě těchto výsledků je sorafenib 
považován lék první volby pro pokročilý HCC, dlouhodobě byl též jediný dostupný zástupce 
systémové terapie v první linii léčby.  
Zcela novou léčivou látkou s prokázaným účinkem pro léčbu HCC je lenvatinib. Jedná 
se o inhibitor receptorové tyrosinkinázy, který selektivně inhibuje kinázovou aktivitu VEGFR 
1-3, FGFR1-4 a PDGFRα (Matsui, J., et al., 2008). Dle publikovaných výsledků fáze III 
randomizované klinické studie s lenvatinibem bylo dosaženo primárního end-pointu – u celkem 
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954 pacientů s pokročilým HCC byl porovnáván lenvatinib a sorafenib v 1. linii léčby, kdy 
nebyl zjištěn rozdíl v celkovém přežití – u lenvatinibu 13,6 měsíců vs. 12,3 měsíců u sorafenibu. 
Lenvatinib tak lze považovat za novou možnost léčby pokročilého HCC v 1. linii (Kudo, M., et 
al., 2018).  
V případě selhání sorafenibu je možné pokračovat 2. linií systémové léčby. Donedávna 
byl v České republice jediným registrovaným lékem s prokázanou účinností v této indikaci 
regorafenib. V pilotní multicentrické randomizované mezinárodní studii bylo OS signifikantně 
zvýšené u pacientů léčených regorafenibem (10,6 měsíců) ve srovnání s placebem (7,8 měsíců, 
p < 0.0001) (Bruix, J., et al., 2017). Mezi hlavní nežádoucí účinky patří průjem, únava 
a arteriální hypertenze.  
Dalším novým lékem s prokázanou účinností pro léčbu pokročilého HCC v 2. linii je 
cabozantinib. Tento lék má výrazné imunomodulační účinky, usnadňuje zvýšenou infiltraci 
nádoru efektorovými T lymfocyty přímou redukcí vaskularizace nádoru. Působí jako inhibitor 
VEGF (vaskulární endoteliální růstový faktor), neboli tzv. antiVEGF preparát (Kwilas, A. R., 
et al., 2014). V klinických studiích ve srovnání s placebem významně prodlužoval OS a také 
přežití bez progrese (progression free survival, PFS) (Abou-Alfa, G. K., et al., 2018). 
Imunoterapie u HCC se ukazuje jako velmi dobrá možnost léčby. Vzhledem 
k úspěchům této cílené terapie u jiných typů nádorů (jako je např. maligní melanom) probíhá 
několik klinických studií s check-point inhibitory. Tzv. check-pointy či kontrolní body jsou 
zodpovědné za toleranci vůči vlastním tkáním, zasahují do interakcí imunitního systému 
a nádorových buněk. Klinicky využívané inhibitory blokují cytotoxický T lymfocytární 
antigen-4 (CTLA-4), membránový protein programované buněčné smrti (PD-1) a ligand PD-1 
receptoru (PD-L1) (Greenwald, R. J., et al., 2005). Recentní studie s nivolumabem, 
monoklonální protilátkou, která blokuje receptor PD-1 exprimovaný na aktivovaných 
T lymfocytech, ukázala dobrý bezpečnostní profil léku u pacientů s pokročilým HCC 
(El-Khoueiry, A. B., et al., 2017).  
Jako velmi slibná se zdá kombinace bevacizumabu a atezolizumabu. Bevacizumab je 
inhibitor VEGF, v kombinaci s atezolizumabem, který se váže na PD-L1, tak dochází 
k synergistickému působení. Výsledkem je inhibice vyzrávání imunosupresivních T lymfocytů 
a naopak zvýšená aktivita efektorových T lymfocytů, dochází ke snadnější infiltraci nádoru 
imunokompententními buňkami, nádorové mikroprostředí se tak mění ve prospěch aktivní 
imunitní reakce (Ott, P. A., et al., 2015). První recentní publikované výsledky ukazují, že tato 
kombinace je vysoce účinná v porovnání se sorafenibem, bez závažných nežádoucích účinků, 
bylo prokázáno prodloužení OS a PFS (Galle P.R., F. R. S., Qin S., Masafumi M., et al., 2020).  
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V současné době probíhá řada klinických studií s multikinázovými inhibitory jako je 
např. brivanib, linifanib, erlotinib či sunitinib, v době sepisování této práce nebylo u žádných 
z výše uvedených léčiv dosaženo primárního end-pointu v klinických studiích, ať už se 
jednaloo superioritu/non-inferioritu se sorafenibem či efekt ve srovnání s placebem v 2. linii 
léčby (Cainap, C., et al., 2015; Cheng, A. L., et al., 2013; Johnson, P. J., et al., 2013; Zhu, A. 
X., et al., 2015). 
 
Díky intenzivnímu výzkumu se od roku 2016 výrazně změnily léčebné možnosti 
pokročilého HCC, kdy byl sorafenib jedinou možností. V době sepisování této práce jsou 
v kontextu ČR k dispozici nově dva léky v první linii – sorafenib a lenvatinib, pro druhou linii 
terapie dva léky - regorafenib a cabozantinib. Nivolumab t. č. nemá schválenou indikaci pro 
léčbu pokročilého HCC v ČR, dle doporučení Evropské společnosti pro lékařskou onkologii jej 
lze využít v monoterapii do 2. linie léčby (Vogel, A., et al., 2018). Slibnou alternativou jsou 
klinické studie využívající kombinace inhibitorů VEGF s check-point inhibitory pro svůj 
synergistický protinádorový účinek. 
 
Pacienti patřící do stadia B a C tedy tvoří celkem 50% všech nemocných s HCC (Llovet, 
J. M.,Bruix, J., 2003). Aktuálně dostupné modality léčby pro tyto pacienty jsou pouze paliativní 
– pro pacienty obou skupin je3 leté přežívání 10 - 40 % (Llovet, J. M., et al., 2008). U HCC 
stádia B a C dochází k největšímu rozvoji léčebných možností, intenzivně jsou studovány 
kombinace jednotlivých modalit. Opakovaně byla zkoušena možnost kombinace TACE 
jaterních ložisek s podáváním sorafenibu. Cílem kombinace těchto metod je „atakovat“ 
vaskularizaci ložiska embolizací a inhibicí angiogeneze, kdy dochází k synergickému působení 
sorafenibu a doxorubicinu (Erhardt, A., et al., 2014). Tento efekt nebyl na mnoha pracích 
opakovaně prokázán, až recentně publikovaná práce japonských autorů poprvé ukazuje 
nejenom prodloužení OS, ale také PFS u této kombinované léčby ve srovnání se samotnou 
TACE (Kudo, M., et al., 2018). Autoři považují za klíčový faktor vedoucí k dosažení 
primárního end-pointu této studie dlouhodobé užívání sorafenibu (Kudo, M., 2018). 
 
1.1.6.5 Stadium D 
Pacienti v terminálním stadiu HCC nejsou v současné době indikováni ke specifické 
léčbě, pouze k symptomatickému postupu. Celkem tato skupina zahrnuje až 20% nemocných 
s HCC, jejich očekávané přežití je méně než 3 měsíce (Llovet, J. M., et al., 2008). 
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1.2 Oxidační stres  
Jak bude podrobněji uvedeno dále, v procesu jaterní kancerogeneze hraje klíčovou roli 
oxidačního stres za účasti reaktivních forem kyslíku a dusíku (RONS). Oxidační stres lze 
definovat jako poruchu rovnováhy mezi produkcí RONS a antioxidační kapacitou organismu. 
Mezi RONS se řadí volné radikály, což jsou vysoce reaktivní molekuly s nespárovaným 
valenčním elektronem; dále také sloučeniny, které snadno oxidují jiné látky nebo se na radikály 
mění. Přehled RONS uvádí Tabulka 1. Aerobní buňky jsou při produkci energie závislé na 
molekulárním kyslíku. Kyslík je druhý nejelektronegativnější prvek, má dva nepárové 
elektrony a tudíž se jedná o diradikál. Jeho postupnou redukcí vzniká superoxid, peroxid 
a hydroxylový radikál. Volné radikály vznikají v organismu za patologických 
ale i fyziologických podmínek. RONS v organismu vznikají tedy i fyziologicky, a samozřejmě 
za specifických patologických podmínek; faktory vzniku RONS dělíme na vnější a vnitřní.  
K vnějším faktorům vzniku RONS v organismu patří např. ionizující záření (fotolýza 
vody za tvorby hydroxylového radikálu), UV záření a obecně expozice xenobiotikům.  
Mezi tzv. vnitřní zdroje RONS patří například dýchací řetězec, kdy dochází k významné 
produkci superoxidu komplexem I a III. K tvorbě superoxidu a dalších RONS dochází také 
pomocí enzymu NADPH oxidázy (NOX) u oxidačního vzplanutí neutrofilů, kdy jsou tyto 
cytotoxické látky využity při fagocytóze.  
NOX je multiproteinový komplex katalyzující produkci ROS přenosem elektronů 
z intracelulárního NADPH na kyslík za vzniku superoxidového aniontu, který je dalšími 
procesy převeden na peroxid vodíku a další ROS (Quinn, M. T.,Gauss, K. A., 2004).  
 
NADPH + 2O2 ↔ NADP
+ + 2O2.- + 2H
+ 
 
Rodina NOX zahrnuje sedm izoenzymů (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, 
DUOX1 a DUOX2), každý z nich se specifickou tkáňovou distribucí (Lambeth, J. D., 2002). 
NOX se skládá celkem z pěti komponent uložených částečně v cytosolu (p40PHOX, p47PHOX, 
p67PHOX) a v membráně sekrečních váčků a specifických granul (p22PHOX, gp91PHOX = NOX2). 
Oddělení těchto dvou skupin do odlišných buněčných kompartmentů zajišťuje inaktivitu NOX 
v klidových buňkách (Babior, B. M., 2004). NOX2, prototyp NADPH oxidázy, je vysoce 
exprimována v neutrofilech, kde po aktivaci vede k oxidačnímu vzplanutí a tím 
k antimikrobiální aktivitě (Maghzal, G. J., et al., 2012). HCV aktivuje NOX2 v Kupfferových 
buňkách (de Mochel, N. S., et al., 2010). K aktivaci dochází díky interakci jednotlivých 
proteinů, NOX 2 vytváří komplex s proteinem p22, který jej stabilizuje a zajišťuje vazbu 
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k ostatním podjednotkám (Bedard, K.,Krause, K. H., 2007). Protein p22 je exprimován 
v jaterních hvězdicovitých buňkách (Bachmann, S.,Ramasubbu, K., 1997). Hlavní úlohou ROS 
vytvořených v hepatocytech pomocí NOX je apoptóza jaterní buňky (Lee, Y. S., et al., 2004).  
V neposlední řadě je významný vznik hydroxylového radikálu při tzv. Fentonově reakci. 
Jedná se o reakci peroxidu vodíku s iontem přechodného kovu, v lidském organismu se jedná 
především o dvojmocné železo nebo jednomocnou měď. 
 
H2O2 + Fe
2+ → HO• + OH− + Fe3+   
H2O2 + Cu
+ → HO• + OH− + Cu2+ 
 
Tabulka 1: Přehled reaktivních forem kyslíku a dusíku 
    
Radikály Non-radikály 
ROS   
Superoxid (O2.-) 




Peroxid vodíku (H2O2) 
Kyselina chlorná (HClO) 






Kyselina dusitá (HNO2) 
RNS 
Oxid dusnatý (NO.) 
Oxid dusičitý (NO2.) 
 
Upraveno podle (van Haaften, R. I., et al., 2003). 
 
Trvající produkce RONS vede k oxidačnímu poškození buněčných složek 
a poškození funkce buňky. Mezi nejzranitelnější cíle oxidačního poškození patří proteiny, 
lipidy a DNA (Halliwell, B., 1996). 
U proteinů dochází k oxidaci thiolových skupin za vzniku disulfidických můstků, 
následnými reakcemi dochází ke změně terciální struktury proteinu. Konečným důsledkem jsou 
pak například ztráta enzymatické aktivity a alterace buněčných funkcí (Davies, K. J., 1987). 
Dále může docházet ke zkřížené reakce s protilátkami a iniciace autoimunitních onemocnění. 
V případě lipidů dochází často k řetězové peroxidaci lipidů, kdy dochází k amplifikaci 
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poškození nenasycených mastných kyselin. Mechanismem je ztráta fragilních dvojných vazeb 
a produkce reaktivních metabolitů (Ayala, A., et al., 2014). Konečným důsledkem je změna 
fyzikálně-chemických vlastností membrány a plasmatických lipoproteinů. V případě DNA 
dochází ke zlomu řetězce či ke změně báze, následně pak k translačním chybám, mutacím 
a iniciaci kancerogeneze (Dizdaroglu, M., et al., 2002). 
Zvýšený oxidační stres se tak podílí na vzniku mnoha závažných chorob jako je 
například diabetes mellitus, hypertenze, ateroskleróza, neurodegenerativní onemocnění 
a v neposlední řadě nádorová onemocnění (Harrison, D., et al., 2003; Khansari, N., et al., 2009; 
Uttara, B., et al., 2009). 
Regulace koncentrace RONS probíhá pomocí antioxidačních systémů. Patří mezi ně 
antioxidační substráty a antioxidační enzymy. K nejvýznamnějším antioxidačním substrátům 
patří bilirubin, albumin, kyselina močová, vitamíny A, C, E, karoteny, flavonoidy, či koenzym 
Q10 (Hensley, K., et al., 2000), mezi nejvýznamnější enzymy patří: 
 
 superoxiddismutáza (SOD) – dismutací dvou molekul superoxidu vzniká peroxid vodíku 
a kyslík, existují dva izoenzymy SOD – v cytoplasmě buněk (obsahující měď a zinek) 
a v mitochondriích (obsahující mangan) (Bannister, J. V., et al., 1987) 
 kataláza (CAT) – peroxidáza obsahující hemové železo, redukce dvou molekul peroxidu 
vodíku na vodu 
 glutathionperoxidáza (GPX) – enzym obsahující selenocystein, katalyzuje redukci 
oxidovaných biomolekul, zejména peroxidů v membránách a plasmatických lipoproteinů, 
dochází k oxidaci dvou molekul glutathionu (GSH) za vzniku oxidované formy 
s disulfidickým můstkem (GSSG) 
 glutathionreduktáza (GR) – redukuje GSSH za pomocí NADPH (Michiels, C., et al., 1994) 
 hemoxygenáza (HMOX) a biliverdinreduktáza (BLVR) budou zmíněny v kapitole 1.4 
 
1.3 Jaterní kancerogeneze 
1.3.1 Patogeneze jaterní kancerogeneze 
Vlastní jaterní kancerogeneze je komplexní proces zahrnující všechny proonkogenní 
a protektivní mechanismy. V teorii maligní transformace jde o tzv. koncept více kroků. 
Klíčovým mechanismem je vznik chronického jaterního onemocnění, jaterní cirhózy 
a dysplastických uzlů, dále mutace postihující alespoň jeden onkogenní nebo tumor 
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supresorový gen (Tornillo, L., et al., 2002). Společným jmenovatelem je přítomnost zvýšeného 
oxidačního stresu. Za spouštěcí moment kancerogeneze je považována zvýšená produkce 
reaktivních forem kyslíku (reactive oxygen species, ROS), iniciujících dále vznik chronického 
jaterního onemocnění. Játra jsou orgánem s největším obsahem mitochondrií, které jsou 
zdrojem ROS. Po aktivaci neutrofilů a Kupfferových buněk dochází k jejich invazi do jaterní 
tkáně a následnému poškození hepatocytů. Za patologických podmínek tedy preexistující 
chronické jaterní onemocnění dále zvyšuje oxidační stres.  
 
Při neregulovaném a dlouhodobém vzniku ROS dochází k poškození hepatocytu včetně 
jeho DNA (Pal, S., et al., 2010). Patogeneze HCC je velmi komplikovaná, jednotlivé kroky 
kancerogeneze jsou různé u různých příčin onemocnění. Je již popsána celá řada mutací genů 
kódujících tumorsupresorové proteiny, transkripční faktory či regulační proteiny signalizačních 
drah, které jsou zapojeny do jaterní kancerogeneze (Edamoto, Y., et al., 2003). HCC je velmi 
komplexní heterogenní nádorové onemocnění, přesto sekvenování nové generace umožnilo již 
zmapovat četné genetické mutace vedoucí k HCC. Ukazuje se, že každý nádor je z genetického 
hlediska unikátní, počet alterovaných proteinů v jednotlivém tumoru se odhaduje na 50 až 70 
(Guichard, C., et al., 2012). V játrech se tak mohou vyskytovat současně metastázy i ložiska de 
novo vznikající odlišným mechanismem kancerogeneze v terénu cirhózy (Ahn, S. M., et al., 
2014). Většina těchto mutací se ale akumuluje náhodně, za nejdůležitější, klíčové mutace se 
považují mutace genů regulujících buněčný cyklus, telomerázu, oxidační stres, dále 
signalizační kaskády AKT / mTOR / MAPK a Wnt (podrobněji viz níže). Dále dochází 
k epigenetickým modifikacím, zejména methylaci DNA a regulace pomocí nekódujících RNA 
(miRNA, viz kapitola 1.3.2.2) (Rebouissou, S.,Nault, J. C., 2020). Zjednodušeně jednotlivé 








Volně podle (Rebouissou, S.,Nault, J. C., 2020) 
 
Gen TP53 (tumor protein 53)  
Jeden z nejdůležitějších tumor supresorových genů, jeho produktem je protein p53, 
který byl popsán v roce 1979 (Lane, D. P.,Crawford, L. V., 1979; Linzer, D. I.,Levine, A. J., 
1979). Lidský p53 se skládá z 393 aminokyselin, má 23 různých fosforylačních 
a defosforylačních míst. Tento protein patří mezi transkripční faktory, je senzorem poškození 
DNA tzv. „strážce genomu“, kdy aktivuje genovou expresi negativních regulátorů buněčného 
cyklu a aktivátorů apoptózy. Tím se účastní řízení buněčných procesů, jako jsou zástava 
buněčného cyklu v G1 a S fázi, inhibice replikace DNA a tím udržování stability genomu 
(Agarwal, M. L., et al., 1998; Shao, C., et al., 2000). Až u 50% všech nádorových onemocnění 
je popsána mutace genu p53 (Hollstein, M., et al., 1994). Genetická analýza prokázala, že 
bodová mutace G → T v kodonu 249 je klíčovou mutací pro rozvoj HCC u expozice 
aflatoxinem (Hsu, I. C., et al., 1991). Spolu s chronickou HBV infekcí tato mutace působí 





Jedná se o ribonukleoproteinový komplex, skládající se z telomerázové reverzní 
transkriptázy (TERT) a RNA podjednotky, sloužící jako templát pro syntézu telomer 
(repetitivní úseky DNA v koncových částech chromozomů) (Greider, C. W.,Blackburn, E. H., 
1987). V terénu chronické jaterní léze za přítomnosti zánětu dochází k nekrózám hepatocytů, 
následované jejích proliferací. Tento opakovaný proces vede k vyčerpání regenerační kapacity 
hepatocytů, v dospělých játrech tak díky absenci telomerázové aktivity dochází ke zkracování 
telomer a v konečném důsledku ke vzniku cirhotické přestavby (Farazi, P. A.,DePinho, R. A., 
2006). Naopak až u 95 % všech HCC se objevuje re-exprese TERT, jedná se tak o první krok 
jaterní karcinogeneze; jako jediná z hlavních mutací byla popsána u low grade i high grade 
dysplastických uzlů (5 – 20 % mutací) tak i u časného HCC(60 % mutací) (Nault, J. C., et al., 
2014; Torrecilla, S., et al., 2017). Nabízí se tak otázka využití stanovení mutace TERT jako 
biomarkeru predikce maligní transformace dysplastických uzlů. 
 
PI3K / AKT / mTOR signalizační kaskáda 
Tato dráha je zodpovědná za stimulaci buněčného růstu, proliferaci, diferenciaci, dále 
blokuje apoptózu. Je velmi komplexní, s možností vícestupňové inhibice. mTOR (mammalian 
target of rapamycin) je serin/threoninová kináza a je členem rodiny fosfatidylinositol-3-kináz 
(PI3K), má dvě podjednotky mTOR1 a mTOR2. Obě tyto podjednotky jsou uzlovým bodem 
vícero signálních drah, integrací buněčných signálů dochází k aktivaci anabolických drah - 
syntéze lipidů, proteinů a nukleových kyselin, dále k organizaci tvorby cytoskeletu a autofagie 
(Li, J., et al., 2014). Mutace této dráhy se vyskytuje až u 70 % případů rakoviny prsu (Lee, J. 
J., et al., 2015), dále je významně zastoupena v patogenezi kolorektálního karcinomu 
a karcinomu prostaty. U HCC se modifikace této dráhy uplatňuje především u NASH a je 
spojena s inzulinovou rezistencí (Kudo, Y., et al., 2011). Inhibice mTOR je terapeutických 
cílem řady nádorových onemocnění.  
 
MAP kinázová kaskáda 
Tyto signalizační kaskády jsou vysoce konzervativní u všech eukaryotických buněk 
(Zhang, T., et al., 2006). Shodným mechanismem aktivace je fosforylace, kaskáda zahrnuje 
nejméně tři proteinové kinázy v sérii. Koncové kinázy jsou translokovány do jádra buňky 
a fosforylují transkripční faktory. Dochází tak k ovlivnění genové exprese mnoha genů. 
Způsobují například stimulaci buněčného růstu a blokaci programované buněčné smrti. Indukcí 
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transkripčních jaderných protoonkogenů c-Fos a c-Jun v terénu NASH a inzulinové rezistence 
dochází k fibrogenezi a ke vzniku HCC (Chettouh, H., et al., 2015). 
 
RB protein (také RB1) 
Jedná se o tumorsupresorový protein složený z 928 aminokyselin, jehož hlavní funkcí 
je regulace restrikčního bodu v G1 fázi buněčného dělení (Sherr, C. J.,Roberts, J. M., 1999).  
V G1 fázi RB1 protein váže transkripční faktory E2F, čímž zabraňuje transkripci mnoha 
cílových genů. Cyklin-dependentní kinázy (CDK) fosforylují RB protein a tím dochází 
k uvolnění transkripčních faktorů, následně k syntéze mRNA cyklinu D a cyklinu E. Tím 
dochází k regulaci průchodu buňky z G1 fáze do S fáze. Mutace RB1 genu vede ke vzniku 
retinoblastromu (Friend, S. H., et al., 1986). Porucha jeho regulace byla popsána u HCC 
vznikajícího v terénu HBV, HCVči alkoholové choroby jater (Edamoto, Y., et al., 2003).  
 
Wnt signalizační kaskáda  
Signalizační dráha, jejíž aktivací dochází ke kumulaci β-cateninu v cytoplasmě. 
β-catenin má funkci jednak strukturální – podílí se na mezibuněčných adhezích vazbou na 
cytoplazmatickou část cadherinů, což jsou transmembránové proteiny, které propojují sousední 
buňky. Další jeho funkcí je signalizace, kdy pomocí aktivace transkripce cílových genů dochází 
k regulaci buněčné proliferace za fyziologických podmínek především v embryonálním vývoji 
(Brantjes, H., et al., 2002; Morin, P. J., 1999). Porucha této signalizace se nachází 
u kolorektálního karcinomu, kdy je inaktivován protein APC (adenomatous polyposis coli), 
podporující fosforylaci a degradaci β-catheninu. Dědičné mutace genu APC jsou příčinou 
vzniku familiární adenomatózní polypózy. V kancerogenezi HCC se významně uplatňuje 




S rozvojem imunoterapie intenzivně zkoumaný gen kódující tyrozinkinázový receptor 
MET (mesenchymal epithelial transition), jehož ligandem je růstový faktor pro hepatocyty 
(hepatocyte growth factor, HGF). Overexprese nebo amplifikace tohoto genu vede k proliferaci 
nádorových buněk, neoangiogenezi, invazivitě a šíření nádoru (Gherardi, E., et al., 2012). 
K tomu dochází až u 20 - 48 % HCC, jedná se o prognosticky nepříznivý ukazatel spojený 




V rozsáhlých genomových studiích byly popsány jednonukleotidové polymorfismy 
(SNP) asociované s rozvojem HCC, jednalo se například o geny některých enzymů 
asociovaných s oxidačním stresem (myeloperoxidáza, MPO) či mediátorů zánětu (Nahon, 
P.,Zucman-Rossi, J., 2012). Za významnější lze považovat SNP asociované s rozvojem 
jaterního onemocnění vedoucí k HCC, jako je např. PNPLA3 u NASH (bude diskutováno dále). 
V současnosti není dostatek dat, která by podpořilo implementaci stanovení jednotlivých SNP 
v klinické praxi, naopak kombinace několika SNP spolu s klinickými údaji pacientů by mohla 
vést ke stratifikaci rizika vzniku HCC. 
 
V klasickém konceptu vícestupňové jaterní kancerogeneze je předpokládána jasná 
sekvence změn, tj. chronické jaterní onemocnění - fibróza - cirhóza - dysplastické uzly a z nich 
vznik HCC. Zásadním poznatkem byla publikace autorů Arakawa a kol., z roku 1986, kdy 
autoři na několika případech popsali maligní zvrat dysplastických uzlů v terénu jaterní cirhózy 
a vyslovili teorii, že dysplastické uzly jsou preneoplastickou lézí HCC (Arakawa, M., et al., 
1986).  
 
Obrázek 6: Vícestupňový koncept maligní transformace 
 




Jaterní cirhóza byla považována za nezbytný mezistupeň. Jednotlivé etiologické faktory 
ale výrazně ovlivňují celý proces kancerogeneze, kdy například HBV indukovaný HCC může 
vzniknout v játrech bez jaterní cirhózy, podobně jako je to často pozorováno u pacientů s NASH. 
Naopak vznik HCV indukovaného HCC je typický v cirhotických játrech. 
V klinické praxi často vidíme kombinaci jednotlivých škodlivých inzultů či 
etiologických agens (např. abusus alkoholu a stav po HBV infekci), kdy dochází k potenciaci 
zánětlivých a proonkogenních procesů. Velmi zjednodušeně se dá říct, že procesy vedoucí ke 
vzniku HCC do sebe mohou volně přecházet, ale i se navzájem kombinovat a potencovat. 
Iniciátor chronické zánětlivé odpovědi může být jiný než spouštěč genetické mutace. Iniciace 
oxidačního stresu může probíhat například působením viru HCV, kdy poté chronické zánětlivé 
změny vedou ke genetickým mutacím; v případě infekce virem HBV dochází naopak jeho 
přímým působením k narušení stability genomu díky začlenění virové DNA do genomu 
hepatocytu. Kombinací genetických mutací regulačních a řídících genů zmíněných výše 
a patologických imunitních reakcí v terénu chronického jaterního onemocnění dochází ke 
vzniku HCC (Takaki, A.,Yamamoto, K., 2015). Recentní genetické studie ukazují výraznou 
genomovou diverzitu HCC. Tato skutečnost by vysvětlovala v klinické praxi často 
pozorovanou velmi rozdílnou úspěšnost v léčbě i v rámci jednotlivých stádií HCC dle BCLC 
klasifikace. Nejnovější práce ukazují možné využití vyšetření jednotlivých mutací jako 
biomarkeru ke sledování úspěšnosti léčby, kdy například autoři Ahn a kolektiv prokázali 
asociaci mutace RB1 s délkou doby přežití bez nemoci (disease free survival, DFS) po resekci 
HCC (Ahn, S. M., et al., 2014). V případě využití toho biomarkeru v klinické praxi by se 
jednalo o zvlášť důležitý faktor v pooperačním sledování pacientů s HCC, protože ač je resekce 
ve stadiu A kurativní metodou léčby pro HCC, rekurence v 5 letém intervalu po resekci 
dosahuje 50% případů (Tabrizian, P., et al., 2015). V tomto případě by tedy šlo identifikovat 
pacienty indikované k další terapeutické intervenci.  
 
Další důležitou oblastí výzkumu jsou markery angiogeneze. Je známým faktem, že HCC 
je hypervaskularizovaný nádor s bohatým krevním zásobením, proto by mediátory angiogeneze 
mohly mít využití jako diagnostické i prognostické ukazatele v managementu HCC (Kuroi, 
K.,Toi, M., 2001). Vaskulární endoteliální růstový faktor A (VEGFA) je nejsilnější přímo 
působící mediátor angiogeneze za fyziologických i patofyziologických podmínek (Carmeliet, 
P.,Jain, R. K., 2000). Sérové hladiny VEGFA odrážejí stupeň jaterního poškození, u pacientů 




Genetické profilování by mohlo být dalším parametrem určujícím staging a grading 
onemocnění a tím potažmo doporučit nejvhodnější léčebnou strategii či jejich kombinaci. 
V rámci BCLC klasifikace by mohlo výhledově doplnit charakteristiky tumoru – tj. velikost, 
počet ložisek a extrahepatální šíření. Optimálně by tedy určení jednotlivých subtypů HCC 
mohlo vést k úplné individualizaci léčby HCC – například při průkazu mutace v signalizační 
dráze by daná signalizační dráha byla cílem potenciální terapie (Boyault, S., et al., 2007).  
 
1.3.2 Mechanismy kancerogeneze u nejčastějších etiologických příčin 
1.3.2.1 Imunitní reakce v kancerogenezi 
Kupfferovy buňky jsou tkáňové makrofágy lokalizované ve stěně jaterních sinusoidů 
a představují největší populaci buněk nespecifické (přirozené) imunity v játrech (Parker, G. 
A.,Picut, C. A., 2005). Spolu s endoteliálními buňkami sinusoid tvoří první bariéru pro 
patogeny vstupující do jater portální žílou (Vollmar, B.,Menger, M. D., 2009). Při nákaze virem 
HBV či HCV dochází k interakci Kupfferových buněk s virovými partikulemi, kdy dojde 
k vazbě viru, jeho imunitnímu rozpoznání a produkci mediátorů zánětu (Cooper, A., et al., 
2005; Tu, Z., et al., 2010). Následně dochází k inhibici virové replikace v hepatocytu, aktivaci 
sousedních buněk a atrakci a aktivaci dalších buněk imunitního systému, které dále potencují 
protivirovou a protizánětlivou reakci (Bilzer, M., et al., 2006). Tyto funkce Kupfferových 
buněk připívají k obraně proti HBV a HCV v časné fázi infekce, ale mohou také přispívat 
k rozvoji tkáňového poškození při chronické virové infekci, kdy při perzistenci viru HBV 
a HCV v játrech dále dochází k rozvoji fibrózy. Při virové infekci dochází k indukci 
fibrogeneze aktivací hvězdicovitých buněk, ať už přímo či nepřímo, a to díky přítomnosti 
buněčného poškození, nekrózy a apoptózy buněk. Kupfferovy buňky dále produkují celou řadu 
profibrogenních faktorů jako je interleukin 6, TNF-α (tumor necrosis factor-α), TGF-α, TGF-β 
(transforming growth factor-α, β) a také ROS. Mimo to produkují enzymy zodpovědné za 
degradaci matrix, jako jsou kolagenázy a metaloproteinázy (Xidakis, C., et al., 2005), čímž 
významně přispívají do komplexního procesu fibrogeneze. Zanikající hepatocyty v poškozené 
tkáni potencují další zánětlivou reakci a dochází ke kompenzatorní proliferaci přeživších 
hepatocytů (Maeda, S., et al., 2005). Pokračující cykly buněčné smrti a regenerace buněk 
zvyšují pravděpodobnost spontánních mutací DNA, které mohou vést ke vzniku HCC 
(Arzumanyan, A., et al., 2013). Matrix obklopující novotvořené nádorové buňky se mění 
a podporuje další růst nádoru (Chen, F., et al., 2015). Toto modifikované stroma se nazývá 
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nádorové mikroprostředí (Yang, J. D., et al., 2011), jehož součástí jsou buněčné komponenty 
jako hvězdicovité buňky, fibroblasty, adipocyty, endotelie a imunoefektorové buňky (např. 
tumor-asociované makrofágy) (Quail, D. F.,Joyce, J. A., 2013). Dále zahrnuje růstové faktory, 
cytokiny a složky extracelulární matrix (Tahmasebi Birgani, M.,Carloni, V., 2017).  
Takto formované nádorové mikroprostředí se komplexně podílí na růstu, invazi 
a metastazování nádoru. Je například schopno indukovat nadměrnou expresi inhibičních 
molekul ovlivňujících proliferaci cytotoxických T lymfocytů, což je jeden z mechanizmů 
vzniku odolnosti nádorových buněk vůči imunitnímu systému (Ribas, A., 2015). Příkladem je 
zablokování receptoru programované smrti, čemuž lze zabránit podáním monoklonální 
protilátky nivolumab (viz výše). Buněčné složky nádorového mikroprostředí jsou geneticky 
stabilní a lze je také využít jako potenciální cíle onkologické léčby. V imunoterapii nádoru tak 
lze využít kombinace monoklonálních protilátek proti jednotlivým antigenům spolu s klasickou 
cytostatickou léčbou.  
 
1.3.2.2 Kancerogeneze indukovaná infekcí virem hepatitidy B 
Virus hepatitidy B je obalený hepatotropní virus obsahující cirkulární, částečně 
dvouvláknovou DNA, který spouští jaterní kancerogenezi několika mechanismy. Dochází 
k expresi proteinu HBx, což je multifunkční protein interagující s jadernými transkripčními 
faktory, zapojuje se též do regulace apoptózy. Dále dochází k integraci virové DNA do genomu 
buňky, což je považováno za časný stupeň kancerogeneze a v konečném důsledku vede 
k celkové nestabilitě genomu. Virová DNA perzistuje v jádře jaterní buňky ve stabilní formě 
v podobě minichromosomů, tzv. cccDNA (covalently closed circular DNA) (Summers, J., et 
al., 1990). V nádorové tkáni je integrovaná virová DNA zachycena v 86,4%, v přilehlé tkáni 
jen ve 30,7% případů (Sung, W. K., et al., 2012). Jednotlivé produkty viru jako např. DNA 
polymeráza, core protein, obalové proteiny (L, M a N) a již zmíněný multifunční protein HBx 
přímo regulují onkogeny a zasahují do apoptózy. Přítomnost chromozomálních aberací je 
signifikantně zvýšena u HBV asociovaného HCC ve srovnání s HCC v terénu jiných jaterních 
onemocnění.  
HBV tedy pravděpodobně zvyšuje genovou nestabilitu, také mutace a delece genu p53 
jsou zde častější (Cougot, D., et al., 2005). Do procesu kancerogeneze dále zasahují imunitní 
reakce a zánětlivá odpověď v jaterní tkáni jak bylo zmíněno výše. Vlastní indukce oxidačního 
stresu u HBV asociovaných HCC má pravděpodobně minoritní úlohu v porovnání s HCC 
v terénu HCV infekce (Nishimura, M., et al., 2013), uplatňuje se především in vitro.  
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V mechanismu kancerogeneze u virové hepatitidy B se uplatňují microRNA (miRNA). 
Jedná se o evolučně konzervativní jednovláknové řetězce nekódující RNA o průměrné délce 22 
nukleotidů (Ambros, V., 2004). Jejich funkcí je regulace genové exprese. Molekuly miRNA 
jsou komplementární k části jedné nebo několika konkrétním mRNA. Dysregulace několika 
miRNA byla popsána u HCC v terénu chronické HBV infekce, jejichž funkcí je buněčná invaze 
a migrace (Kong, G., et al., 2011; Yuan, K., et al., 2012). Například miR-122 je zvýšená 
u pacientů s časným HCC a byla zkoumána jako biomarker umožňující odlišení časného HCC 
od dysplastických uzlů (Hung, C. H., et al., 2016). 
 
Zvláštní situací u HBV infekce je tzv. okultní infekce (occult hepatitis B infection, OBI), 
což je stav definovaný jako přítomnost HBV DNA v játrech testovaného jedince za současné 
negativity HBsAg v séru, PCR HBV DNA v séru může být negativní či do cut-off 200 IU/ml 
(Raimondo, G., et al., 2008). OBI si zachovává přímé mechanismy kancerogenního působení 
jako je schopnost integrace do hostitelského genomu (Pollicino, T., et al., 2004). 
 
1.3.2.3 Kancerogeneze indukovaná infekcí virem hepatitidy C 
Virus hepatitidy C je jednovláknový RNA virus kódující polyprotein, následně štěpený 
hostitelskými a virovými proteázami na čtyři strukturální (kapsidový protein C, glykoproteiny 
E1 a E2, protein P7) a šest nestrukturálních proteinů (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A a NS5B) 
(Chevaliez, S.,Pawlotsky, J. M., 2006). Jak už bylo uvedeno výše, infekce virem HCV je jedna 
z příčin vzniku závažného jaterního onemocnění včetně jaterní cirhózy a HCC. Infekce přechází 
do chronicity u 80% infikovaných jedinců ve srovnání s infekcí virem HVB, kde je to kolem 
10% infikovaných pacientů. Jaterní cirhóza u HCV vzniká 20x častěji než u infekce virem HBV 
(Rehermann, B.,Nascimbeni, M., 2005). HCV infekce je doprovázená výrazným zvýšením 
markerů oxidačního stresu, probíhající peroxidaci lipidů a poškozením DNA (Marcellin, P., et 
al., 2002). Tyto procesy mohou být vysvětleny chronickým zánětem, pokračující produkcí 
RONS v játrech NADPH oxidázami, zvláště NOX-2 v polymorfonukleárech a v Kupfferových 
buňkách (Protzer, U., et al., 2012).  
Kaskádu oxidačního stresu v infikovaných játrech spouští strukturální i nestrukturální 
proteiny HCV (Lemon, S. M.,McGivern, D. R., 2012). Dále dochází k indukci cytokinů 
a trvající zánětlivá reakce hepatocytů akceleruje apoptozu  a následnou regeneraci hepatocytů, 
kdy dochází k snadnějšímu vzniku spontánních mutací DNA. Přímé mutagenní působení 
virových proteinů a RNA není tak jasně popsáno (na rozdíl od viru HBV), ale například core 
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protein se zapojuje do signalizačních drah buněčné proliferace a apoptózy (Lemon, S. 
M.,McGivern, D. R., 2012; Yoshida, T., et al., 2002), dále také zvyšuje angiogenezi spouštěním 
produkce VEGF proteinu (Hassan, M., et al., 2009). U pacientů s chronickou HCV infekcí byla 
opakovaně dokumentována zvýšená akumulace železa v jaterní tkáni (Hino, K., et al., 2013). 
Ukládání železa probíhá ale také do buněk retikuloendoteliálního systému (Farinati, F., et al., 
1995). V nadbytku přítomné dvojmocné atomy železa prostřednictvím Fentonovy reakce 
produkují reaktivní hydroxylové radikály. Dále dochází ke snížení transkripci hepcidinu 
následované zvýšenou expresí ferroportinu v enterocytech způsobující zvýšený re-uptake 
železa ve střevě (Miura, K., et al., 2008). Je popsáno několik miRNA zasahujících do replikace 
viru (Zhang, C., et al., 2012), v buňkách infikovaných HCV je snížena exprese určitých typů 
miRNA regulujících růst hepatocytů a metabolismus lipidů. Naopak je popsána zvýšená 
exprese jiných typů miRNA podporujících fibrogenezi (Shrivastava, S., et al., 2015). 
 
1.3.2.4 Kancerogeneze indukovaná alkoholem 
Dlouhodobý příjem alkoholu v dávce 50 - 70 g/den je dobře známým rizikovým 
faktorem rozvoje HCC (El-Serag, H. B.,Rudolph, K. L., 2007). Dlouhodobá konzumace 
alkoholu vede k mnohočetným biochemickým změnám, které mohou iniciovat či potencovat 
kancerogenezi v játrech (Bellentani, S., et al., 1999). Mechanismů kancerogeneze 
u alkoholového poškození jater je několik, patří mezi ně toxický účinek metabolitů alkoholu, 
indukce ROS, zvýšená akumulace železa, dále také ovlivnění imunitních reakcí 
a pravděpodobně i potenciace neoangiogeneze (Sidharthan, S.,Kottilil, S., 2014). Acetaldehyd, 
jako hlavní metabolit alkoholu, má kancerogenní a mutagenní účinky (Tuma, D. J.,Casey, C. 
A., 2003), váže se na proteiny, modifikuje DNA tvorbou aduktů (Brooks, P. J., 1997). 
Acetaldehyd zvyšuje produkci ROS v mitochondriích, čímž indukuje apoptózu hepatocytu 
(Wang, K., 2014); zvýšením koncentrace ROS dochází aktivaci hvězdicovitých buněk a iniciaci 
fibrózy (Kwon, H. J., et al., 2014). Samotný acetaldehyd poškozuje mitochondrie, čímž 
způsobuje snížení ß-oxidace mastných kyselin (Lieber, C. S., 1994). Polymorfismus či mutace 
genů, které jsou zodpovědné za enzymy metabolizující acetaldehyd, mohou modifikovat jeho 
roli v jaterní kancerogenezi (Wilfred de Alwis, N. M.,Day, C. P., 2007). V terénu alkoholové 
choroby jater dále dochází ke snížení cytotoxické aktivity NK buněk (Laso, F. J., et al., 1997). 
I v případě vzniku HCC v terénu alkoholové jaterní cirhózy již byla popsána úloha miRNA 
(miR-217, mi-R155 a miR-212), jejichž modifikace oxidačním stresem vede k abnormální 
genové expresi (Chan, I. S., et al., 2014).  
42 
 
U pacientů s chronickým abusem alkoholu je také zvýšená absorpce železa ze střeva, 
přetížení jater železem je dalším rizikovým faktorem vzniku HCC v důsledku zvýšené tvorby 
ROS (Kew, M. C., 2014) ať už Fentonovou reakcí či v důsledku zvýšené peroxidace lipidů 
(Petersen, D. R., 2005). Do komplexního mechanismu kancerogeneze dále přispívá 
i kvantitativní a kvalitativní změna střevního mikrobiomu způsobená dlouhodobým požíváním 
alkoholu. U těžkých abuzérů se zvyšuje střevní permeabilita pro bakteriální lipopolysacharidy 
(LPS) (Bjarnason, I., et al., 1984), jejichž zvýšená hladina v portálním řečišti dále zvyšuje 
zánětlivou reakci v jaterní tkáni (Ramadori, P., et al., 2017). LPS se váží na komplex CD14 
a TLR4 (toll-like receptor) Kupfferových buněk, dochází k produkci prozánětlivých cytokinů 
jako jsou například TNF-α, TGF-β a interleukin 6 (IL6) (Seki, E.,Brenner, D. A., 2008).  
 
1.3.2.5 Kancerogeneze indukovaná NAFLD/NASH 
Nealkoholové ztukovatění jater či nově nealkoholová jaterní choroba (NAFLD) je 
onemocnění charakterizováno nadměrnou akumulací tuku v játrech spojené 
s inzulínovou rezistencí, dle histologického vyšetření je přítomna steatóza > 5 % hepatocytů 
(EASL-EASD-EASO, 2016). Pro diagnózu NAFLD je nutné vyloučení sekundární příčiny 
a vyššího příjmu alkoholu - denní konzumace alkoholu nepřesahuje 30 g čistého alkoholu pro 
muže, 20 g pro ženy (Ratziu, V., et al., 2010). Tato skupina či spektrum onemocnění zahrnuje 
jak prostou steatózu (non-alcoholic fatty liver, NAFL), kdy nedochází k buněčnému poškození 
a není přítomná fibróza, tak i NASH charakterizovanou přítomností zánětlivých změn, 
poškozením hepatocytu (ballooning) a různým stupněm fibrózy až po NASH cirhózu (Ludwig, 
J., et al., 1980). V širším kontextu chápeme NAFLD jako orgánovou manifestaci metabolického 
syndromu. U pacientů s NASH je typický vznik HCC i v necirhotickém terénu. Objevuje se 
množství prací, dokumentující signifikantní podíl pacientů s HCC v necirhotickém terénu, 
kumulativní roční incidenci ale neznáme, stratifikace rizika pro tyto pacienty je velmi obtížná 
(Cholankeril, G., et al., 2017). Přirozený průběh progrese do cirhózy či do HCC přibližuje 




Obrázek 7: Přirozený průběh NAFLD / NASH 
 
 
Upraveno podle (Schuppan, D.,Schattenberg, J. M., 2013; White, D. L., et al., 2012) 
 
Mechanizmus kancerogenze u NAFLD/NASH je multifaktoriální – jedná se 
pravděpodobně o kombinaci inzulínové rezistence, dlouhodobého chronického zánětu 
a dysregulaci střevního mikrobiomu vedoucí k expozici jaterní tkáně bakteriálnímu LPS 
(Margini, C.,Dufour, J. F., 2016), to vše může být modifikováno přítomností určitých genových 
polymorfismů. Inzulínová rezistence a hyperinzulinémie zvyšuje expresi inzulínu a IGF1 
(insulin-like growth factor-1), které dále vazbou na jejich receptory spouštějí signalizační 
kaskády PI3K and MAPK, čímž dochází k indukci buněčné proliferace a inhibici apoptózy 
(Janku, F., et al., 2014; Yang, S.,Liu, G., 2017). Dalším důsledkem inzulínové rezistence je 
akumulace lipidů v játrech vedoucí k nadprodukci volných mastných kyselin a v konečném 
důsledku poté ke vzniku ROS během β oxidace v mitochondriích (Hirsova, P., et al., 2016), 
ROS a produkty peroxidace lipidů poškozují DNA a vedou k buněčným mutacím. 
 Aktivace TLR4 bakteriálními LPS pravděpodobně nespouští vlastní kancerogenezi, ale 
má vliv na proliferaci HCC a brání apoptóze (Dapito, D. H., et al., 2012). Recentní výzkum 
ukázal, že polymorfismus genu PNPLA3 (patatin-like phospholipase domain containing 3) 
kódujícího adiponutrin je hlavním genetickým faktorem korelujícím s progresí NASH (Romeo, 
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S., et al., 2008). Adiponutrin je enzym primárně exprimovaný v tukové tkáni a v játrech (Lake, 
A. C., et al., 2005), má funkci lipogenní i lipolytickou. Několik studií dále prokázalo asociaci 
mezi přítomností PNPLA3 rs738409 G alelou (respektive u GG homozygotů) a rozvojem HCC 
(Burza, M. A., et al., 2012; Valenti, L., et al., 2013) a to nejen v terénu NAFLD/NASH, ale také 
u alkoholového jaterního onemocnění (Trepo, E., et al., 2014). Přítomnost homozygotní alely 
znamená 5 násobné riziko vzniku HCC, nezávisle na přítomnosti cirhózy (Liu, Y. L., et al., 
2014). Zda tento genový polymorfismus ovlivňuje i chování HCC bez ohledu na základní 
jaterní onemocnění zatím není jasně prokázáno (Takeuchi, Y., et al., 2013) , i když některé 
práce dokumentují horší prognózu a snížení celkového přežívání v terénu NAFLD/NASH 
a alkoholového jaterního onemocnění (Valenti, L., et al., 2013). 
 
1.4 Katabolická dráha hemu 
Hem je cyklický tetrapyrrol s centrálně vázaným atomem železa, který je součástí 
hemoproteinů, je exprimován ve většině tkání (Vitek, L.,Ostrow, J. D., 2009). Mezi funkce 
hemoproteinů patří transport kyslíku (hemoglobin, myoglobin), metabolismus xenobiotik 
(cytochrom P-450), buněčná signalizace (guanylátcykláza), účastní se transportu elektronů 
v dýchacím řetězci a jsou součástí antioxidačních systémů (Dutra, F. F.,Bozza, M. T., 2014).  
Katabolická dráha hemu je současně syntetickou dráhou bilirubinu. Přibližně 80 % 
denní produkce bilirubinu pochází z rozpadu erytrocytů  v monocyto-makrofágovém systému 
sleziny, jater a kostní dřeně. Celkový denní obrat hemoglobinu je cca 6 - 8 g, denní produkce 
hemu činí tedy až 300 mg, což odpovídá 250 – 300 mg bilirubinu. V prvním kroku dochází za 
spotřeby NADPH a dvou atomů kyslíku k rozštěpení cyklického tetrapyrrolového kruhu na 
biliverdin enzymem hemoxygenázou (HMOX). Uvolňuje se oxid uhelnatý a železnatý kationt. 
Následně dochází za pomocí biliverdinreduktázy (BLVRA) k redukci centrálního methinového 
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Upraveno podle (Dolphin, D., 1978; Schulz, S., et al., 2012). 
 
HMOX má dvě izoformy - HMOX 1 (inducibilní izoenzym) a HMOX 2 (konstitutivní 
izoenzym), dále také někdy popisovaná HMOX 3, který vykazuje 90% homologie s HMOX 2. 
Gen lidské HMOX1 se nachází na chromozomu 22q12. HMOX katalyzuje přeměnu hemu na 
biliverdin, oxid uhelnatý a železo. Izoforma HMOX1 je indukována faktory vyvolávající 
oxidační stres, aktivace exprese HMOX1 je považována za adaptační odpověď buňky na tyto 
podněty (Motterlini, R., et al., 2002). Zvýšená enzymatická aktivita má také cytoprotektivní, 
neurotransmiterové a protizánětlivé účinky (Willis, D., et al., 1995). Přestože tedy zvýšení 
exprese HMOX přináší určitá pozitiva pro buňku, role v kancerogenezi zůstává dosud 
kontroverzní (Was, H., et al., 2010)  
Mezi další enzymy katabolické dráhy hemu patří biliverdinreduktáza (BLVR), 
redukující biliverdin na bilirubin. Tento ubikviterní, převážně cytozolický enzym hraje velmi 
významnou roli v buněčné ochraně před zvýšeným oxidačním stresem (Vitek, L.,Schwertner, 
H. A., 2007). Jsou popsány dvě izoformy tohoto enzymu – BLVRA, hlavní izoenzym BLVR 
u dospělých; BLVRB, predominantní enzym degradace biliverdinu u plodu (Cunningham, O., 
46 
 
et al., 2000). BLVRA působí též jako transkripční faktor (O'Brien, L., et al., 2015), unikátní 
serin/threonin/tyrosin kináza (Lerner-Marmarosh, N., et al., 2005), membránový receptor 
účastnící se imunitních reakcí (Wegiel, B., et al., 2009). Jeho role v karcinogenezi stále není 




2 HYPOTÉZY A CÍLE STUDIE 
Tato práce navazuje na naší předchozí studii analyzující expresi enzymů katabolické 
dráhy hemu u pacientů s HCV infekcí. Byla prokázána významně zvýšená exprese BLVRA 
v krvi a v jaterní tkáni infikovaných pacientů v porovnání se zdravými kontrolami. Bazální 
exprese BLVRA byla asociována s odpovědí na protivirovou terapii (Subhanova, I., et al., 2013). 
V této práci byla též zavedena a validována RealTime PCR metodika na stanovení exprese 
HMOX a BLVRA v jaterní tkáni a v periferních leukocytech (PBL). Hypotézy naší práce 
vycházely z výsledků této studie - exprese vybraných genů asociovaných s oxidačním stresem 
by měla být zvýšená ve vzorcích jaterní tkáně a v periferních leukocytech u pacientů s HCC 




1) stanovit expresi genů katabolické dráhy hemu - HMOX1, BLVRA, BLVRB a dále NOX2, 
proteinu p22 a VEGFA v jaterní tkáni a v PBL pacientů s histologicky verifikovaným HCC 
a u zdravých kontrol; 
2) prokázat korelaci mezi genovou expresí výše uvedených genů v játrecha v PBL pacientů s HCC. 
 
V průběhu zpracování vzorků jsme si určili ještě následující dílčí cíle: 
 
Porovnání exprese výše stanovených genů ve vzorcích jaterní tkáně u následujících skupin: 
a) pacienti s maligními nádory versus zdravé kontroly; 
b) pacienti s HBV a HCV infekcí versus zdravé kontroly; 




3 METODICKÁ ČÁST 
3.1 Charakteristika souboru 
Studie byla prováděna u pacientů s ložiskovým postižením jater, tito pacienti byli 
sledováni a léčeni v Ústřední vojenské nemocnici - Vojenské fakultní nemocnici Praha v letech 
2011-2014.  
Na základě zobrazovacích metod (CT, MR) a klinického vyšetření byla u pacientů 
indikována CT-navigovaná cílená biopsie ložiska před zahájením další léčby (n=53). 
U pacientů primárně indikovaných k  resekci nádoru (n=6) se cílená biopsie neprováděla, 
materiál byl získán z resekátu. Dle výsledků histologického vyšetření byli pacienti rozděleni do 
dalších skupin.  
Pacienti s HCC (n=33) byli dále léčeni dle stadia HCC s užitím BCLC klasifikace. 
Jednalo se o pacienty zařazené do stadia B a C. Pacienti stadia A a D nebyli k jaterní biopsii 
indikováni. Důvody k tomuto rozdělení pacientů jsou následující - u pacientů stadia A je 
indikována transplantace jater či resekce / ablace. Před těmito kurativními postupy není nutné 
provedení jaterní biopsie. U pacientů stadia D je indikována pouze symptomatická podpůrná 
léčba, jaterní biopsie těmto pacientům nepřináší žádný prospěch a proto je její provedení 
postupem non lege artis.  
Ve skupině pacientů s odlišným histologickým nálezem (n=26) bylo potvrzeno jiné 
nádorové onemocnění ve 21 případech, u ostatních pacientů nebyly zjištěny nádorové buňky. 
Pacienti s verifikovaným nádorem byli léčeni dle typu daného nádorového onemocnění. 
Podrobný popis histologických nálezů a etiologie jaterního onemocnění je uveden v části 
Výsledky, Tabulka 4 a Tabulka 5. Do konečné analýzy všech měřených genových expresí bylo 
tedy zahrnuto 29 pacientů s histologicky potvrzeným HCC. Základní charakteristiky pacientů 
jsou uvedeny v Tabulce 3. 
K analýze byly dále požity vzorky jaterní tkáně získané necílenou jaterní biopsií (n=38). 
Indikací k tomuto výkonu bylo stanovení stupně fibrózy či definitivní potvrzení diagnózy. 
Přehled všech histologických nálezů je uveden v Tabulce 6. 
Jako kontrolní skupina vzorků ke stanovení genové exprese v jaterní tkáni byly vybrány 
necílené jaterní biopsie celkem 11 pacientů, u kterých byly v histologickém vyšetření 
prokázány minimální nebo žádné změny v jaterní tkáni (5 pacientů s NAFLD, 3 pacienti 
s minimálními změnami a 3 pacienti s normálním histologickým nálezem). Následně byla 
doplněna analýza u dalších vzorků v rámci dílčích cílů i u pacientů s virovými hepatitidami B 
a C a NASH.  
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Celkem bylo analyzováno 32 krevních vzorků pacientů s HCC, u 23 pacientů byl HCC 
histologicky verifikovaný, u 9 pacientů bez histologické verifikace byla diagnóza HCC 
stanovena pomocí zobrazovacích metod (CT a/nebo MR). Důvodem neprovedení cílené jaterní 
biopsie byl v těchto případech nesouhlas pacienta, dále pokročilost základního onemocnění či 
kontraindikace výkonu. 
Do studie byly dále použity krevní vzorky zdravých dobrovolníků (n=27) – jednalo se 
o studenty a zaměstnance Všeobecné fakultní nemocnice a 1. lékařské fakulty Univerzity 
Karlovy v Praze.  
Práce byla provedena v souladu s principy Helsinské deklarace, všechny osoby zařazené 
do studie podepsaly informovaný souhlas, studie byla registrována v mezinárodní databázi 
www.clinicaltrials.gov pod ID: NCT 00842205. 
 
3.2 Odběr a uchovávání vzorků 
Jaterní biopsie 
Jaterní biopsie byla prováděna standardní perkutánní aspirační technikou 
modifikovanou Menghiniho jehlou v případě necílené jaterní biopsie, cílené biopsie z ložisek 
pod CT kontrolou poté poloautomatickou tru-cut bioptickou jehlou Precisa. Do studie byly 
zařazeny vzorky biopsií, kde byla indikace k tomuto výkonu z důvodů diagnostického 
a terapeutického postupu. Dále byly do studie zařazeny vzorky jater získané z chirurgické 
resekce ložiska (6 pacientů), v tomto případě byl použit materiál o objemu max. 125 mm3. Část 
jaterní tkáně byla vložena do 10 % formalinu k histologickému vyšetření, další část byla ihned 
uložena do RNAlateru (Ambion Diagnostics, Austin, TX, USA) a skladována v -20°C. 
 
Vzorky krve 
Krev byla nabírána do PAXgene Blood RNA Tubes (PreAnalytix, Hombrechtikon, 




 Ethanol, 96% (Penta, Praha, ČR), Keramické částice (MagNA Lyser Green Beads, 
Roche GmbH, Německo), PAXgene Blood RNA Tubes (PreAnalytix, Hombrechtikon, 
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Switzerland), PAXgene kit (Qiagen, Dallas, TX, USA), RNA later (Ambion Diagnostics, 
Austin, TX, USA), RNeasy Mini Kit (Qiagen, Dallas, TX, USA) 
  
Reverzní transkripce 
 Molecular Biology Grade Water (Eliphore, Alisabeth Pharmacon, Brno, ČR),  
High-Capacity cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), RNase Inhibitor 5000 
IU (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA, ThermoScriptTM Reverse Transcriptase 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  
 
 PCR 
 Primery (Generi Biotech, Hradec Králové, ČR), PCR buffer (Fermentas Inc, Glen 
Burnie, Maryland, USA), SYBR Green Master Mix buffer (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA)  
  
3.4 Přístroje 
- MagNA Lyser (Roche Diagnostics, Mannheim, SRN) 
- Centrifuga Beckman GPR (Beckman, Fullerton, CA, USA)  
- Centrifuga Jouan MR23i (Trigon-plus, Praha, ČR)  
- Sonikátor XL (Microsonix incorporated, Farmingdale, NY, USA) 
- Spektrofotometr ND-1000, NanoDrop® (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) 
- Termocykler TC-512 (Techne, Burlington, NJ, USA) 
- RealTime system ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 




3.5 Analytické metody 
3.5.1 Izolace RNA 
Vzorky jater 
Jaterní tkáň byla po rozmrazení vyjmuta z RNAlateru, dále přidán lyzační roztok z kitu 
RNeasy Mini (Qiagen, Dallas, TX, USA) a bylo provedeno její mechanické rozrušení 
sonikátorem. Pomocí stejného kitu byla následně provedena izolace RNA. Kvalita a kvantita 




Po rozmražení krve odebrané do PAXgene Blood RNA Tubes byla provedena izolace 
RNA pomocí PAXgene kit (Qiagen, Dallas, TX, USA). Kvalita a kvantita byla kontrolována 
spektrofotometricky. Poměr R260nm/280nm byl použit k posouzení čistoty vzorků. 
 
3.5.2 Reverzní transkripce 
cDNA byla syntetizována z 0.2g celkové RNA ve finálním objemu 20g za použití 
High-Capacity cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) podle doporučení 
výrobce. Vzorky cDNA byly naředěny vodou (5x), validace vzorků byla provedena 
spektrofotometricky, následné skladování materiálu probíhalo při -20° C. 
 
3.5.3 Stanovení genové exprese  
Navržení primerů bylo realizováno pomocí programu Primer 3 
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), následně byly připraveny v Generi Biotech (Hradec 
Králové) (Tabulka 2). 
Relativní exprese námi stanovených genů byla vztažena k HPRT (hypoxantin 
fosforibosyl transferáza) jako k  interní kontrole. Validace HPRT jako interní kontroly byla 
provedena Ing. Subhanovou v práci Katalytická dráha hemu u chronické hepatitidy C 




Reakční směs  
 
- 4 l 5x zředěné cDNA získané při revezní transkripci 
- 1x SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 
- 200 nM (400 nM pro BLVRB, 1000 nM pro p22) forward a reverse primery 
Vzorky byly analyzovány v 96 jamkové destičce v tripletech na ABI PRISM 7500 Sequence 
Detector System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Rozdíl v expresi byl vypočten 
jako 2-ct. Podmínky PCR jsou uvedeny dále. Produkty PCR byly následně podrobeny analýze 




    1. Úvodní denaturace 95ºC  10 min 
    2. PCR denaturace   95ºC  15 s 
            annealing      60ºC  60 s         40 cyklů   
            bez extenze       
    3. Závěrečná extenze 72ºC  10 min 
    4. Melting analýza   90-60 ºC 
 
Tabulka 2: Sekvence primerů pro genovou expresi 
 
Geny Forward primer Reverse primer Fragment (bp) 
HMOX1 GGGTGATAGAAGAGGCCAAGA TTTGAGGAGTTGCAGGAGCT 67 
BLVRA TCCCTCTTTGGGGAGCTTTC GGACCCAGACTTGAAATGGAAG 180 
BLVRB CCACGTGGTAGTGGGAGATG TCGTGGGACTGAGGTCATTG 110 
p22 CTTCACCCAGTGGTACTTTGG GGCGGTCATGTACTTCTGTCC 130 
NOX2 GATTCTCTTGCCAGTCTGTCG ATTCCTGTCCAGTTGTCTTCG 94 
VEGFA ACTGAGGAGTCCAACATCACC CTGCATTCACATTTGTTGTGC 104 
HPRT CACTGGCAAAACAATGCAGAC GGGTCCTTTTCACCAGCAAG 96 
 
3.5.4 Biochemická analýza 
Biochemické parametry (ALT, AST, GGT, ALP a bilirubin) byly stanoveny rutinní 
analýzou na automatickém analyzátoru Cobas R8000 Modular analyzer (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Germany). Hematologické parametry byly také stanoveny na 
53 
 
automatickém analyzátoru – INR na ACL500 (Instrumentation Laboratoirym Bedford, 
Massachusetts, USA); hemoglobin a trombocyty na Sysmex XE-500 a XT-2000i (Sysmex 
Corporation, Kobe, Japan). 
 
3.6 Statistická analýza 
Vzhledem k nenormální distribuci jsou data popsána jako medián a IQ rozmezí. 
Korelace mezi expresí v játrech a v krvi byla provedena pomocí Spearmanova korelačního 
koeficientu. Rozdíly mezi jednotlivými studovanými skupinami byly vyhodnoceny pomocí 





Celkem bylo zpracováno 59 vzorků jaterní tkáně získané cílenou biopsií či z resekátu, 
38 vzorků jater z necílené jaterní biopsie. Krevní vzorky byly zpracovány u 32 pacientů 
s prokázaným HCC. Do konečné analýzy bylo také zahrnuto 27 krevních vzorků zdravých 
dobrovolníků. 
Z 33 vzorků jaterní tkáně s histologicky potvrzeným HCC bylo do finální analýzy 
zahrnuto 29 vzorků (4 vzorky jater pravděpodobně znehodnoceny při zpracování, nebyly 
získány validní výsledky).  
V analyzovaném souboru pacientů s HCC byl medián věku pacientů 69 let, HCC byl 
zachycen 4 x častěji u mužů než u žen. Základní laboratorní parametry pacientů jsou uvedeny 
v Tabulce 3.  
 
Tabulka 3: Základní charakteristiky pacientů s HCC  
 
 Počet (n=29) 
pohlaví (poměr muži : ženy) 3,83 
věk (roky) 69 (61,0 – 74,0) 
celkový bilirubin (mol/l) 15,3 (10,8 – 22,1) 
ALT (kat/l) 0,53 (0,4 – 0,8) 
AST (kat/l) 1,14 (0,8 – 1,6) 
GGT (kat/l) 2,9 (1,2 – 6,2) 
ALP (kat/l) 2,3 (1,7 – 4,4) 
albumin 33,9 ± 4,6 
INR 1,22 (1,1 – 1,32) 
hemoglobin (g/l) 121,1 ±19,1 
trombocyty (x 109/l) 203,5±94,1 
data jsou vyjádřena jako průměr ± standardní odchylka (SD), nebo medián (IQR) 
 
Nejčastější příčinou vzniku HCC byla NASH, prokázaná u 10 pacientů, následovaná 
alkoholovým poškozením jater u 7 pacientů. U 3 pacientů se na vzniku jaterního onemocnění 
stejnou měrou podílel alkohol i NASH, proto jsme je ponechali v samostatné skupině. HCV se 
jako etiologická příčina jaterního onemocnění vyskytovala u 5 pacientů. V našem souboru byli 
dále 2 pacienti s HBV, u 1 pacienta se jednalo o hereditární hemochromatózu a u 1 pacienta 
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o fibrózu etiologicky blíže neurčenou. Celkem u 4 pacientů se neprokázala žádná jaterní 
choroba. 
 
Tabulka 4: Etiologie jaterního onemocnění u pacientů s HCC 
 
 Počet (n=33) 
NASH 10 
Alkoholová choroba jater 7 
HCV 5 
Bez jaterní léze 4 
Kombinace NASH + alkoholové choroby jater 3 
HBV 2 
Fibróza (etiologicky blíže neurčená) 1 
Hemochromatóza 1 
 
Cílená jaterní biopsie byla indikována na základě CT či MR nálezu před zahájením 
léčby u celkem 53 pacientů s jedním či vícero ložisky jater, u 6 pacientů byla indikována 
primárně resekce ložiska. HCC byl potvrzen u 33 pacientů, celkem 26 pacientů mělo odlišný 
histologický nález. Dohromady u 5 pacientů se na základně histologického vyšetření 
nepotvrdilo žádné nádorové onemocnění – u 2 pacientů byla v histologickém nálezu popsána 
chronická HCV infekce, u 1 pacienta jaterní cirhóza a 2 pacienti měli jaterní biopsii bez nálezu 
maligních buněk či jiného zásadního patologického nálezu. Dále byly zachyceny 2 benigní 
nádory – angiomyolipom a hepatocelulární adenom. Mezi maligními nádory jater byl 
nejčastější cholangiocelulární karcinom (CCC) celkem u 10 pacientů. Poměrně často se jednalo 
o sekundární nádory jater – metastázy kolorektálního karcinomu u 3 pacientů, malobuněčného 
karcinomu u 2 pacientů a dlaždicobuněčného karcinomu u 1 pacienta. U 3 pacientů se objevily 
poměrně vzácné jaterní nádory – epiteloidní hemangioendoteliom, dále hemangiopericytom 
a solidní fibrózní tumor jater (s nízkým maligním potenciálem). Přehledně jednotlivé nálezy 




Tabulka 5: Ostatní histologické nálezy mimo HCC 
 
 Počet (n=26) 
Cholangiocelulární karcinom 10 
Metastáza kolorektálního karcinomu 3 
Chronická HCV 2 
Metastáza malobuněčného karcinomu 2 
Bez nálezu maligních buněk 2 
Metastáza dlaždicobuněčného karcinomu  1 
Epiteloidní hemangioendoteliom 1 
Solidní fibrózní tumor jater 1 
Hemangiopericytom 1 
Angiomyolipom 1 
Hepatocelulární adenom 1 
Nestabilizovaná jaterní cirhóza 1 
 
Do analýzy byly zahrnuty vzorky jater celkem 38 pacientů, u nichž byla necílená jaterní 
biopsie prováděna ke stanovení definitivní diagnózy či stupně jaterní fibrózy. Mezi 
jednotlivými příčinami jaterního onemocnění byla stejnou měrou zastoupena HBV a HCV 
infekce, každá u 11 pacientů. U 5 pacientů byla potvrzena NASH, u 5 pacientů NAFLD. 
Celkem u 6 pacientů byly v jaterní biopsii zachyceny pouze minimální změny tkáně či normální 
jaterní tkáň. Tyto vzorky spolu s 5 vzorky pacientů s NAFLD byly vybrány jako kontrolní 
skupina, přehledně viz Tabulka 6. 
 
Tabulka 6: Histologické nálezy v necílené jaterní biopsii 
 





Normální tkáň 3 




Exprese sledovaných genů u nemocných s HCC 
 
Exprese sledovaných genů ve vzorcích jaterní tkáně nemocných s HCC 
Ve vzorcích jaterní tkáně pacientů s HCC (n = 29) byla zjištěna v porovnání s kontrolní 
skupinou (n = 11) významně zvýšená exprese BLVRA (1.14 ± 0.76 vs. 0.41 ± 0.0.24, p = 0.001) 
a významně snížená exprese VEGFA (0.55 ± 0.32 vs. 1.21 ± 0.28, p˂0.001). U ostatních 
sledovaných genů nebyl v jejich expresích zjištěn statisticky významný rozdíl (Obrázek 9).  
 




Exprese sledovaných genů v PBL nemocných s HCC 
Ve vzorcích PBL pacientů s HCC (n = 32) byla zjištěna v porovnání s kontrolní 
skupinou (n = 27) významně zvýšená exprese BLVRA (1.17 ± 0.46 vs. 0.90 ± 0.29, p = 0.012), 
stejně tak jako exprese NOX2 (1.91 ± 1.21 vs. 1.22 ± 0.52, p = 0.003). Podobně jako v jaterní 
tkáni byla v této skupině vzorků v porovnání s kontrolní skupinou významně snížena exprese 
VEGFA (1.37 ± 0.78 vs. 1.57 ± 0.51, p = 0.025). U ostatních sledovaných genů nebyl v jejich 






















p = 0,87 p = 0,001 p = 0,11 p = 0,26 p < 0,001 p = 0,44




















Exprese sledovaných genů u maligních nádorů  
Analýza exprese všech studovaných genů byla dále provedena ve skupině vzorků 
zahrnující všechny typy maligních jaterních nádorů (n = 39) vs. selektované kontroly (n = 11). 
Do této skupiny byly zahrnuty primární maligní nádory jater (HCC 
a CCC) a jaterní metastázy. Ve shodě s předchozími výsledky byla zjištěna významně zvýšená 
exprese BLVRA (1.34±0.98 vs. 0.41±0.24, p˂0.001). Exprese VEGFA byla významně snížená 
(0.60±0.34 vs. 1.21±0.28, p˂0.001). U ostatních sledovaných genových expresí nebyl zjištěn 
statisticky významný rozdíl.  
Ačkoli vyšetřovaný soubor nebyl příliš velký pro dílčí analýzy, pokusili jsme se 
porovnat exprese sledovaných genů u některých podskupiny nemocných. 
Provedli jsme tedy srovnání exprese sledovaných genů ve vzorcích jater nemocných 
s HCC na podkladě virové hepatitidy B a C (n = 22) s kontrolními jedinci (n = 11). V této 
analýze byla zjištěna významně snížená exprese VEGFA (0.76 ± 0.29 vs. 1.21 ± 0.28, p ˂  0.001), 
zatímco exprese ostatních sledovaných genů se nelišila. Při srovnání expresí sledovaných genů 


















p = 0,99 p = 0,012 p = 0,12 p = 0,41 p = 0,025 p = 0,003















(n = 5) nebyly zjištěny významné rozdíly. Možným důvodem by mohla být malá velikost 
výběrového souboru. 
 
Korelace mezi sledovanými genovými expresemi v biopsiích HCC a odpovídajícími 
vzorky PBL  
HMOX (n=17), BLVRA (n=17), p22 (n=18), VEGFA (n=18), NOX2 (n=18)  
Žádná korelace mezi sledovanými genovými expresemi v játrech a krvi se neprokázala. 
Korelace exprese BLVRA v játrech a PBL je zřejmá, nicméně statisticky nevýznamná (p=0,21), 
což může být způsobeno velmi slabou silou statistického testu (0,236). Na takto malém souboru 





Jaterní kancerogeneze je komplexní proces, který není dosud zcela prozkoumán. 
Nicméně bylo již opakovaně popsáno, že zvýšení oxidačního stresu či naopak nefunkčnost 
antioxidačních systémů významně přispívá ke vzniku a progresi HCC (Choi, J., et al., 2014). 
První publikovaná práce, demonstrující jednoznačný vliv oxidačního stresu v procesu 
karcinogeneze, prokázala transformaci myších fibroblastů (Kensler, T. W.,Trush, M. A., 1984). 
Tento koncept byl opakovaně prokázán dalšími pracemi, například na zvířecím modelu u SOD 
deficientních myší je popisován zvýšený výskyt HCC (Elchuri, S., et al., 2005). U dalšího 
zvířecího modelu, který využíval nukleární respirační faktor 1 (NRF1) deficientní myši, došlo 
k indukci steatózy, fibrózy a HCC (Xu, Z., et al., 2005). NRF1 je transkripční faktor ovlivňující 
funkci mnoha genů, včetně těch zapojených do regulace oxidačního stresu. Bylo například 
prokázáno, že významně ovlivňuje množství hemu pro cytochromy dýchacího řetězce pomocí 
regulace exprese 5-ALA syntázy, klíčového enzymu v syntéze hemu (Braidotti, G., et al., 1993).  
Vliv oxidačního stresu na jaterní kancerogenezi potvrzují také výsledky multicentrické 
studie u pacientů po resekci HCC, kdy snížená exprese cytochromu P4501A2 v jaterní tkání 
byla identifikována jako prediktivní faktor rekurence HCC po operaci (Tanaka, S., et al., 2011).  
V klinické praxi je dobře znám vliv přetížení železem u pacientů s hereditární 
hemochromatózou na indukci oxidačního stresu a potenciaci karcinogeneze, kdy jedním 
z mechanismů je nadprodukce reaktivních hydroxylových radikálů, vznikajících při Fentonově 
reakci (Marrogi, A. J., et al., 2001). 
 Dalším příkladem z praxe je nadměrná produkce ROS u pacientů s NAFLD, které 
vznikají během oxidativní fosforylace díky mitochondriálním změnám (Paradies, G., et al., 
2014). 
Obdobně také u chronické HCV infekce dochází díky zvýšení oxidačního stresu 
k potenciaci kancerogeneze (Tsukiyama-Kohara, K., 2012). 
Stejně tak byla popsána úloha NOX, hlavního producenta superoxidu v mitochondriích, 
při patogenezi jaterní fibrózy a karcinogenezi vyvolané TGF-β (Crosas-Molist, E., et al., 2015). 
V této souvislosti je zajímavé poznamenat, že bilirubin, jedna z nejdůležitějších endogenních 
antioxidačních látek (Pal, S., et al., 2010), je silným inhibitorem NOX (Fujii, M., et al., 2010; 
Lanone, S., et al., 2005).  
 Oxidační stres je tedy klíčovým faktorem iniciace a progrese jaterní kancerogeneze 
za různých patologických podmínek, respektive u různých jaterních chorob (Fu, Y.,Chung, F. 
L., 2018; Sasaki, Y., 2006).  
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 Katabolická dráha hemu, dříve považována pouze za metabolickou dráhu odstraňující 
hem a jeho metabolity z organismu, hraje důležitou roli v ochraně před zvýšeným oxidačním 
stresem (Vitek, L.,Schwertner, H. A., 2007). Úloha HMOX1 v karcinogenezi je nadále 
kontroverzní. Zatímco například u karcinomu pankreatu byla zvýšená exprese HMOX 1 
negativním prognostickým faktorem ovlivňujícím odpověď na léčbu (Berberat, P. O., et al., 
2005), jiné klinické studie ukazují, že u pacientů s aktivnější variantou genu HMOX1 je méně 
pravděpodobné, že se u nich vyvinou zhoubná nádorová onemocnění (Exner, M., et al., 2004). 
Protektivní role HMOX1 byla popsána na zvířecím modelu jaterní kancerogeneze, kdy snížení 
exprese HMOX1 vedlo ke zvýšenému počtu malignit (Caballero, F., et al., 2004).  
 V naší práci jsme neprokázali, že by byla HMOX1 rozdílně exprimována u pacientů 
s HCC, ani v játrech či v periferních leukocytech.  
 Exprese BLVRA však byla u těchto pacientů významně zvýšena, a to jak v nádorové 
tkáni, tak i v PBL. Tato zjištění jsou ve shodě s publikovanými výsledky De Giorgiho a kol., 
na souboru pacientů s HCC v terénu HCV infekce. Cílem této práce bylo identifikovat 
potenciální biomarkery pro včasnou diagnostiku HCC, mimo jiné bylo prokázáno zvýšení 
exprese BLVRA na téměř dvojnásobek v porovnání s normální jaterní tkání (De Giorgi, V., et 
al., 2013). 
 V naší předchozí práci na souboru HCV infikovaných pacientů byla prokázána 
významně zvýšená exprese BLVRA v periferních leukocytech, korelující s expresí BLVRA 
v jaterní tkáni. Bazální exprese BLVRA byla zvýšená u pacientů reagujících na protivirovou 
léčbu ve srovnání se zdravými kontrolami a pacienty na léčbu rezistentními. Navíc bylo zjištěno 
další zvýšení exprese BLVRA v průběhu protivirové terapie. Exprese BLVRA se tak ukázala být 
nezávislým prediktorem setrvalé virologické odpovědi (Subhanova, I., et al., 2013). 
 Další práce potvrzující naše výsledky byla publikována u pacientů s melanomem, kdy 
byla zjištěna zvýšená exprese BLVR v nádorové tkáni (Arena, V., et al., 2015). Nadměrná 
exprese BLVRA byla popsána u vaginálních karcinomů (Hellman, K., et al., 2009), dále také 
u renálních karcinomů, a to jak v tkáňových kulturách (Miralem, T., et al., 2005), tak i ve 
vzorcích pacientů (Maines, M. D., et al., 1999). 
 
 Práce autorů Melle a kol., prokazovala zvýšení exprese také druhého izoenzymu 
biliverdinreduktázy, BLVRB (Melle, C., et al., 2007). Potenciálně prokarcinogenní efekt tohoto 
enzymu byl popsán v experimentální práci Huana a kol. (Huan, L., et al., 2015). Naše výsledky 
však prokázaly pouze mírné, statisticky nevýznamné zvýšení exprese BLVRB u pacientů s HCC 
v porovnání s kontrolními jedinci. 
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 Význam zvýšení exprese BLVRA může být vysvětlen několika způsoby. Mohlo by se 
jednat o zpětnou stimulaci antioxidačními systémy, což pravděpodobně také funguje u HCV 
infikovaných pacientů, jak jsme prokázali v naší předchozí práci. Pacienti se setrvalou 
virologickou odpovědí měli mnohem vyšší expresi BLVRA v porovnání s non-respondéry na 
léčbu (Subhanova, I., et al., 2013). Tuto hypotézu dále potvrzuje příznivý efekt BLVRA 
v prevenci stárnutím navozeného oxidačního stresu (Kim, S. Y., et al., 2011).  
 Na druhou stranu byla popsána RNA interference v experimentu na buňkách 
renálního karcinomu, kdy genový silencing BLVRA měl proapoptotický efekt (Miralem, T., et 
al., 2005).  
 BLVRA je známý aktivátor mnoha proliferačních intracelulárních signálních drah 
(Gibbs, P. E., et al., 2015) a je také senzorem intracelulární hypoxie, kdy se jeho exprese 
v reakci na hypoxii významně zvyšuje (Kim, S. S., et al., 2013). Zdá se tedy, že ke zvýšení 
exprese BLVRA v klinických i experimentálních pracích vede vícero mechanismů.  
 
Nicméně i přesto se zdá naše vysvětlení dostatečně pravděpodobné – tj. ke zvýšené 
expresi BLVRA dochází v důsledku zvýšeného oxidačního stresu. Dokládá to také zvýšená 
exprese NOX2 v PBL pacientů s HCC. Zvýšení exprese BLVRA může tak působit jako 
mechanismus zpětné vazby k vychytávání superoxidu nadprodukovaného zvýšeným NOX2 
(Choi, J., et al., 2014).  
 
V naší práci jsme prokázali významně sníženou expresi VEGFA u pacientů s HCC 
v játrech i v krvi. VEGFA hraje významnou roli v nádorové angiogenezi, exprese VEGFA 
a potažmo míra vaskularizace nádoru koreluje s nepříznivou prognózou (Salven, P., et al., 1998). 
Inhibice angiogeneze je součástí protinádorové léčby a předmětem intenzivního výzkumu. 
Zvýšená exprese VGFA je například přesvědčivým prognostickým ukazatelem u pacientů 
s karcinomem pankreatu, korelující s maligním potenciálem nádoru  (Smith, R. A., et al., 2011). 
Na myším modelu a poté i u pacientů byla popsána amplifikace VEGFA, která byla spojena 
s vyšší citlivostí k terapii sorafenibem (Horwitz, E., et al., 2014). Tyto změny byly popsány jen 
u 11 % vyšetřených pacientů, je tedy otázkou další využití pro praxi – nabízí se identifikace 
skupiny pacientů vhodných k zahájení včasné léčby sorafenibem. Opět to dokazuje velkou 
heterogenitu HCC, výhledově s nutností znalosti genetického profilu nádoru a individualizaci 
léčby pacienta. Pro využití stanovení exprese VEGFA jako prognostického faktoru (efekt léčby, 




V případě HCC byl popsán vliv velikosti nádoru a stupně jeho diferenciace na expresi 
VEGFA, exprese se snižovala u dediferencovaných nádorů a nádorů větších než 3 cm 
(Yamaguchi, R., et al., 1998). Podle recentních studií se ukazuje, že exprese VEGFA je zvýšená 
na začátku kancerogeneze, respektive u malých tumorů bez vaskulární invaze; v pokročilých 
stádiích s vaskulární angioinvazí či s multilokulárním postižením jater pak klesá (Fodor, D., et 
al., 2019). Pokud byl ve studiích k dispozici materiál nejen z vlastního nádoru, ale také biopsie 
z okrajů resekátu, byla popsána významně vyšší exprese VEGFA v okolní tkáni tumoru. Také 
byla zjištěna zvýšená exprese i ostatních markerů angiogeneze - VEGF-C a VEGFR 1, 2 a 3 
(receptory pro VEGF) (Chen, F., et al., 2015). Vysvětlením je pravděpodobně nejen oscilace 
angiogeneze, ale také rozdílný mechanismus angiogeneze v různých fázích vzniku a růstu 
nádoru. Tato zjištění by mohla být ve shodě s našimi výsledky – vyjma jednoho pacienta byli 
všichni ostatní pacienti s potvrzeným HCC v naší studii stadia B a C dle BCLC klasifikace, tj. 
intermediární a pokročilé stádium. Jedná se tedy o pacienty s pokročilým HCC, kdy je možná 
pouze paliativní terapie, ať už chemoembolizací nádoru či systémovou chemoterapií. 
Problematické je jistě porovnávání s výsledky studií, kdy je materiál získáván z resekátu nádoru, 
v  případě naší práce se pak jednalo o nádorovou tkáň z cílených biopsií tumoru, kdy je 
hodnocení často ztíženo nekrotickými změnami.  
 
Obecně je vyšetření genetických mutací  nádoru velmi problematické a to hned 
z několika hledisek. Naprostá většina studií se opírá o vyšetření vzorků jaterní tkáně získané 
resekcí, tudíž se tedy jedná o HCC velmi časného nebo časného stádia, kdy je provedena 
resekce HCC a nebo transplantace jater. Je tedy otázkou, zda jsou výsledky genetického 
profilování těchto málo pokročilých HCC validní pro jiná stádia nádoru a použitelná v praxi. 
Dalším problémem je vývoj jednotlivých mutací v průběhu vzniku HCC, nevíme tedy, zda jsou 
výsledky platné a použitelné během celé délky nádorového onemocnění (Villanueva, A., 2019). 
U HCC je kromě intratumorové heterogenity známá také intertumorová heterogenita, kdy 
dochází ke vzniku několika geneticky odlišných nádorových ložisek ve stejných játrech. Dle 
dostupných výsledků studií zkoumajících klonalitu multimodálních nádorů se jedná 
o metastázy u 20 – 40 % pacientů, v ostatních případech jde o de novo vzniklé nádory 
v cirhotickém terénu (An, F. Q., et al., 2001; Furuta, M., et al., 2017; Chen, Y. J., et al., 2000). 
Tyto výsledky by mohly vysvětlovat primární a sekundární rezistenci na systémovou léčbu. 
Zavedení vyšetření genetického podtypu nádoru do rutinní praxe a jeho začlenění do stagingu 
povede k přesnějšímu určení léčebné modality, ať už v podobě adjuvantní terapie pro rizikové 
skupiny pacientů či určení optimální sekvence systémové léčby. 
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Je na místě také zdůraznit význam PBL jako biologického materiálu, který má být použit 
pro studium genové exprese. Odběr tohoto materiálu je snadný, také výsledky genové exprese 
jsou ve srovnání s výsledky z jaterní tkáně spolehlivější. Hodnocení genové exprese specificky 
ve vzorku karcinomu jater navíc často komplikuje přítomnost nekrotické tkáně (Kim, S. S., et 
al., 2013).  
 
Další možností by mohlo být stanovení cirkulujících miRNA v krvi, u některých jako 
např. miRNA-18a, miRNA-221 a miRNA-22 byla již asociace s HCC popsána (Zhang, C., et 
al., 2012). Studie kandidátních miRNA jako markerů HCC v současnosti probíhá 





HCC je celosvětově velmi časté nádorové onemocnění, v globálním kontextu se 
pohybuje na předních příčkách příčin úmrtí v důsledku maligního onemocnění. Vzhledem 
k jeho výskytu prakticky téměř vždy v terénu jaterní choroby je dobře známá riziková populace 
pro vznik tohoto nádoru. Efektivita screeningu je přes dostupnost ultrasonografie jater 
nedostatečná. V současné době žádný ze zavedených onkomarkerů nezvyšuje efekt screeningu. 
Příčinou by mohla být velká heterogenita HCC a rozdílné mechanismy kancerogeneze 
u jednotlivých jaterních chorob.  
 
Našim cílem bylo tedy stanovit expresi genů katabolické dráhy hemu - HMOX1, BLVRA, 
BLVRB a dále NOX2, genu kódujícího protein p22 a VEGFA v jaterní tkáni a v periferních 
leukocytech pacientů s histologicky verifikovaným HCC a u zdravých kontrol. 
 
Výsledky ukázaly zvýšenou expresi BLVRA v játrech a PBL u HCC pacientů, což by 
mohl být mechanismus zpětné vazby pro kontrolu zvýšeného oxidačního stresu spojeného 
s progresí HCC, doprovázený také zvýšením exprese NOX2 v PBL těchto pacientů. 
 
Ve shodě s těmito zjištěními byla zjištěna zvýšená exprese BLVRA u všech maligních 
jaterních nádorů v našem souboru. 
 
Korelaci mezi genovou expresí výše uvedených genů v játrech a v PBL pacientů s HCC 
jsme neprokázali. Také nebyl zjištěn rozdíl mezi expresí daných genů ve skupině s virovými 
hepatitidami B a C, ani ve skupině pacientů s NASH.  
 
Hodnocení genové exprese konkrétně u HCC je ztíženo prakticky téměř vždy přítomnou 
nekrózou nádorové tkáně, PBL je tedy vhodným biologickým materiálem pro studium genové 
exprese poskytujícím spolehlivé výsledky. 
 
Tato data jsou ve shodě s výsledky naší předchozí studie provedené na nemocných 
s chronickou hepatitidou C, u nichž byla exprese BLVRA také zvýšena. Zvýšená exprese 
BLVRA u pacientů s HCC, chronickou hepatitidou C a patrně i dalšími závažnými 
onemocněními jater tak představuje slibný diagnostický či prognostický marker, který by 
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